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Aqua dest. Aqua dest i l lata, destil l i er t es Wasser
B. Baci l l us
BfR Bundesi nst i t ut für Risikobewert un g
CGY casei n-gl ucose -yeast , Casein-Glucose-Hefe
C . C l ost ri di um
CytK Cytotox i n K
EDTA Ethylendiamintet raacetat
EFSA European Food Saf et y A ut hori t y , Europäi sche Behörde für
Lebensm i t t el si cherhei t
EIA Enz ymi m m unoassay
EU Europäi sche Union
FEA Flagellen-Exportapparat
FCS f et al cal f serum , fetales Kälberse rum
HBL Hämol ysi n BL
HRP hors eradi sh peroxi dase , Meerr et t i chperox i dase
KbE Koloni ebi l dende Einhei t en
mAk Monokl onaler Antikörpe r
MLST mul t i l ocus sequence t ypi ng
Nhe Nicht-hämol yt i sch es Ent erot ox i n
OD 600 opt i sche Dichte gem ess e n bei ei ner Wellenl än ge von 600 nm
PBS phosphat e buf f ered sal i ne , Phosphatgepuff ert e Kochsalzlösung
PI Propidi um i odi d
RT Raumtemperatur
S. St aphyl ococcus
SGF si mul at ed gast ri c f l ui d
SIF si mul at ed i nt est i nal f l ui d
spp. speci es pl uralis
TMB Tetrameth yl benz i di n
WST w at er-sol ubl e t et raz ol i um sal t , wasserlösl i ches Tetrazolium salz
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I EINLEITUNG
Baci l l us cereus gi l t als ei ner der wi cht i gst en Veru rsache r von Lebensm i t t el ver gi ft un gen. Nach
dem deut schen Inf ekt i onss chut z geset z si nd B. cereus bedi ngt e Lebensm i t t el ver gi ft un gen ni cht
m el depfl i cht i g. Zudem äußern si e si ch m ei st in m i l den Verläufen und bl ei ben daher oft
unent deckt. Aus diesen Gründen ex i st i eren weni g Daten z u l eb ensm i t t el bedi ngt en B. cereus
Krankhei t sausbrü chen. Die Europäi sch e Behörd e für Lebensm i t t el si cher hei t (EFSA) konnte
2011 220 Ausbrüche i n nerhalb der EU regist ri e ren (EFSA, 2013). Im Jahr 2012 konnte B.
cereus i n Deutschland in 4,8% der an das Bundesi nst i t ut für Risikobewert un g (BfR)
gem eldet en l ebensm i t t el bedi ngt en Krankhei t saus brüche als Auslöser i den t i fi z i ert werden und
war damit der vi ert häufi gst e Erre ger (BfR, 2013).
Die mit der Fähigkei t z ur Sporenbi l dung ei nher gehend e Resist enz ge genüber äuß er en
Einflüss en und di e wei t e Verbr ei t ung i n der Umwelt erl ei cht ern ei n e Kontamination von
Lebensm i t t el n und e rhöh en das Risiko ei ner ansc hl i eßenden Lebensm i t t el ver gi ft un g (Stenfo rs
Arnesen et al., 2008). Daneben spi el t B. c ere us durch sei n e prot eo- und li pol yt i schen
Eigens chaften ei ne wi cht i ge Rolle als Verd erbser re ge r i n der Lebensm i t t el i ndust ri e
(Anderss on et al., 1995).
Bei B. cereus b edi ngt en Lebensm i t t el ver gi ft un ge n werden ei ne Diarrho e- und ei ne em et i sch e
Form unt e rschi eden. Enteropatho gene B. cere us Stämme produz i ere n Enterot ox i ne i m
Dünndarm des Mensch e n nach d em Verzehr ko ntaminiert er Lebensm i t t el, wodurch b ei den
bet roffen en Person en Durchfäl l e v erursacht w erde n. Emetische Stämme hi nge gen produz i ere n
das hitz estabile em et i sche Tox in Cereul i d, welch es präform i e rt i m Leben sm i t t el vorl i egt und
nach dem Verzehr Erb re chen auslöst (Stenfors Arnesen et al., 2008).
Die für di e Enterot ox i ne kodi erenden Gen e könn en sowohl i n m i t Lebens m i t t el n als auch in
m i t Krankhei t sausbrüche n assoz i i ert en Stämmen nach gewi esen we rden (Guinebret i èr e et al.,
2002; Moravek et al., 2006), wesw e gen ei n alleini ger Nachwei s der Tox ingene kei nen
Hinwei s auf das Toxiz i tät spot ent ials eines B. cereus Isolats geben kann. Außerdem i st di e
produz i ert e Enterot ox i nm enge stammabhän gi g (Moravek et al., 2006).
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Bei Untersuchun gen z ur Pathogeni t ät ei ner größer en Stammaus wahl wurd en di e
Charakteri si erun gen der B. cereus Stämme häufi g unt er standardisi ert en Laborbedi n gun gen
vorgenom m en (Moravek et al., 2006; Kamar et al., 2013). Ander e Unte rsuchun gen z ei gen
aber auf, dass ver ändert e Kultivi erungsbedi n gun gen Einfluss auf die Tox inprodukt i onsraten
der ei nz el nen Stämmen n ehm en können (Duport e t al., 2004; Ouhib-Jacobs et al., 2009).
Da die Enterot ox i ne er st i m Dünndarm d es Menschen von ve getativen Bakteri enz el l en
gebi l det werd en und anschl i eßend ei ne Diarrh oe auslösen, sollt en i n di eser Arbei t di e
Auswirkungen ei ner Kultivi erung unt er si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun gen auf Wachstum,
Enterot ox i nprodukt i on und Tox izi t ät unt ersucht werden. Dazu wurd e ei n aus gewähl t e s
B. cereus Stammset ausf ührl i ch charakteri si e rt und ver gl ei ch end unt er si m ul i ert en i nt est i nalen
und Standard-Laborbedi ngun gen unt ersucht.
Diese Arb eit wur d e d ur c h das IGF-Forsch u ng svo r habe n 17506 N der Forschun gs ve r e in igu n g Forsc hu n gs kr e is
d e r Ernähr un g sind ustr ie e.V. (FEI) über d ie AiF im Rahmen d e s Programms z ur Förd er un g d e r ind u str ielle n
Ge mei nsc hafts fo r sc hu n g u nd -ent wic klu n g vo m Bundes mi nister i u m für Wirtsc haft und Energie aufgr und e i ne s
Beschlu sse s d e s Deutsc he n Bundes tage s ge fö r d e r t.
SCHRIFTTUM
3
II SCHRIFTTUM
1. Allgemei n es
B. cereus i st ei n Gram-posit i ves, stäbchenför m i ges, bew e gl i ches, fakultativ anaerobes,
sporenbi l dendes Bakteri um, das in der Umwelt wei t verbrei t et i st. B. cereus (B. cereus sensu
st ri ct o ) bildet z usammen m i t Baci l l us ant hraci s ,Baci l l us t huri ngi ensi s ,Baci l l us mycoi des ,
Baci l l us pseudomycoi de s , Baci l l us w ei henst ephanensi s und der n eu d efi ni ert en Spez ies
Baci l l us cyt ot oxi cus (Guinebret i èr e et al., 2013) die B. c ereus Gruppe ( B. cereus s ensu l at o ).
Innerhalb de r B. c ereus Gruppe lassen si ch di e genet i sch en g m i t ei nande r verwandten Spez ies
anhand der vo n Granum (2007) besch ri eben en Merkmale unt ersch ei den.
T ab el l e 1. Kriteri en zu r S p ezi esd i ff eren zi e ru n g i nn erh al b d er B . cereu s Gru p p e
mod i f i zi ert n ach G ran u m (2007).
Spe z ies
K o lo nie-
morp ho lo g ie
H ä mo ly se Bew eg lic hke it
P e nicillin-
Empfi ndlic h ke it
P a r a spo r a le
K r ist a lle
B . c e re u s we iß + + - -
B . a n th ra c is we iß - - + -
B . th u rin g ien sis we iß/grau + + - +
B . my c o id e s r hizo id (+) - - -
B . we ih e n step h a n e n sis
Abgrenz un g z u B . c e re u s : Wachst u m b e i < 7 °C, kei n Wachst u m b e i 43 °C;
Identifizie r u ng mittels PCR (rRNA oder Kälte sc ho c k-Protei n-A-Gen c sp A ) (Lechner e t
al., 1998).
B . p se u d o my c o id e s
Untersc he id u n g vo n B . my c o id e s nur anhand d es Fettsä ur e mu ster s und d e r 16S rRNA-
Sequenz (Nakamura, 1998).
B . c y to to x icu s
Abgrenz un g z ur B . c e re u s Grupp e: ther mo to lerant, Wachst u m auch b e i 50 °C;
Identifizie r u ng anhand d er 16S rRNA-Sequenz u nd d e s c y t K1 -Gens (Guineb r e tiè r e e t
al., 2013).
Mithilfe von m ol ekularbiol ogi schen Methoden wi e des Mul t i l ocus Sequen ce T ypi ng (MLST),
das auf der Sequenzanalyse von houseke epi ng Genen beruht, lässt si ch di e genet i sch en g
verwandte B. cereus Gruppe aufgrund i hre r ph yl o gen et i schen Verwandtsc haft in dr ei C l ades
ei nt ei l en. In C l ade I fin den si ch B. ant hraci s , emetische und ni cht em et i sche B. cer eus und
weni ge B. t huri ngi ensi s , in C l ade II ni cht em et i sche B. c ereus und über wi e gend
B. t huri ngi ensi s und i n C l ade III B. my coi des u nd B. w ei henst ephanens i s (Didelot et al.,
2009). Eine ander e Studie nahm anhand der ph yl ogen et i schen Verwandts chaft mit hi l fe von
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geneti schen und phänot yp i schen Kriteri en ei ne Eintei l ung d er B. c ereus Gruppe i n si eb en
(Unter-) Gruppen vor, die jewei l s ei n best i m m t es Temperaturopt i m um haben (Guinebret i è re
et al., 2008). Eine Unter suchung von Guinebr et i ère et al. (2010) zur z yt ot ox i schen Aktivi t ät
von Kulturüberst änden von B. spp. aus der B. cereus Gruppe l e gt e s ogar nahe, dass di e
Zugehö ri gkei t z u ei ner di eser Grupp en m ehr üb er das Patho geni t ät spot e nt ials eines Isolats
aussagt, als die Zugehöri gkei t z u ei ner b est i m m t en Spez ies.
2. Pathogen e Rel evan z vo n B . cereu s
B. cereus i st i n Böden u nd der Umwelt wei t ver brei t et (von Stetten et al., 1999). Außerdem
st el l t der Verdauun gst rakt wirbel l oser Tier e ei n natürli ches Habitat dar (Jensen et al., 2003).
Das Bakterium b esi t z t di e Fähigk ei t, widerstand sfähi ge Endospor en ausz ubi l den, die sei ne
Überl ebens fähi gkei t auch unt er wi d ri gen Umst änden garantie ren, und ist som i t resi st ent
ge genüber Umwelt ei nfl ü ss en wi e Tro ckenhei t, Hitze und Strahlung (Nich olson et al., 2000).
In dies er Dauerform kann B. cereus l ei cht verbrei t et we rden und unt er verbess e rt en
Umwelt bedi ngun gen wi eder ausk ei m en. Diese Umstände erl ei cht e rn ei nen Eintrag von
B. cereus i n di e Lebens m i t t el ket t e (Stenfors Arnesen et al., 2008). Die Fähi gkei t, Biofilm e
ausz ubi l den, erschwert Reinigun gs- und Desinf ekt i onsmaßnahmen nach Eintrag in ei nen
Lebensm i t t el verarb eit en den Betrieb (Peng et al., 2002; Ryu & Beuchat, 2005; Wijman et al.,
2007; Karunakaran & Biggs, 2011; Nam et al., 2014). Hier spi el t B. cereus ni cht nur als
mögl i ches Patho gen ei n e wi cht i ge Rolle, sondern durch s ei ne prot eo- und li pol yt i sche n
Eigens chaften auch als Verderbs err e ger (Anderss on et al., 1995).
B. cereus wi rd i n der Diagnost i k häufi g i n Lebens m i t t el n nachgewi esen. Untersuchun gen von
Beck er et al. (1994) ermitt el t en i n 54% der u nt ersucht en Proben aus der Produkt gruppe
Milcht rockenprodukt e un d Säugli n gsnahrun g ei n e Kontamination m i t B. c e reus . Choma et al.
(2000) konnten i n 20% von unt ersucht en h i t z ebehandelt en Gemüs epürees B. cereus
nachwei sen.
Trotz der Häufi gkei t des Nachwei ses von B. cer eus i n Lebens m i t t el n wi rd von
l ebensm i t t el bedi ngt en B . cereus Krankh ei t sausbrüchen sel t ene r beri cht e t. Dies li egt z um
ei nen an der m ei st kurz e n Krankhei t sdauer und m i l den Verlaufsfo rm von B. cereus bedi n gt en
Lebensm i t t el ver gi ft un ge n, weswe gen bet ro ffen e Personen s el t en ei ne n Arz t aufsuchen.
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Außerdem kann die em et i sche Form als St aphyl oc occus aureus Intox i kation fehl diagnost i z i ert
werden. Die Diarrhoe-Form ähnel t seh r ei ner Lebensm i t t el i nfekt i on durch C l ost ri di um
perf ri ngens Typ A (Stenfors Arnes en et al., 2008). Zum anderen si nd B. cereus bedi n gt e
Lebensm i t t el ver gi ft un ge n nach dem deut schen Infekt i onss chut z ges et z ni cht m el depfl i cht i g
und werd en daher ni cht an das Robert-Koch-Inst it ut überm i t t el t. In einer Statist i k der EFSA
(2013) wurden für das Jahr 2011 220 lebensm i t t el bedi ngt e B. cereus Krankhei t sausbrüche i n
der EU regist ri ert, dies e nt sprach einem Anst i e g um 122% gegenüb er de m Vorjahr und 3,9%
aller lebensm i t t el bedi n gt en Krankh ei t sausbrüch e. In Deutschland wu rden für das Jahr 2012
vier B. c ereus Krankhei t sausbrüche von i nsgesamt 84 (4,8%) lebensm i t t el bedi ngt en
Krankhei t sausbrü chen an das BfR überm i t t el t, das eine Statist i k z u an Krankhei t sausbrüch en
bet ei l i gt en Lebensm i t t el n erhebt. B. c ereus war damit der vi ert häufi gst e Erreger (BfR, 2013).
B. cereus i st der Verursacher z wei er Form en vo n Lebensm i t t el ver gi ft un gen. Die emet i sche
Form, die du rch di e Leits ym pt om e Vomitus und Nausea gekennz ei chn et i st, wird 0,5 bis 6
Stunden nach dem Verz ehr m i t em et i schem Tox in (Cereuli d) kontaminiert er Lebensm i t t el
ausgel öst und ent spri cht som i t ei ner Lebensm i t t el i nt oxi kation. Die Sympt om e kl i ngen i n der
Regel nach 6 bis 24 Stunden wi ed er ab. Es wer den ve rm ut l i ch 10 3-105 KbE/g Lebensm i t t el
benöt i gt, um eine ausrei chend hohe Men ge an Cereul i d z u produz i eren u nd ei ne Erkrankun g
ausz ul ösen (8-10 µg Cereul i d/kg Körper gewi cht i n Tierve rsuchsm odel l en (Agata et al., 1995;
Shinagawa et al., 1995)). Das dann präform i ert i m Lebensm i t t el vorl i egend e Cereul i d i st
hi t z e-, säure- und prot eol ys eb est ändi g und kann ni cht durch ei ne ern eut e Hitz ebehandlung d er
Speisen, sowie währ end der Magenpassage du rc h den ni edri gen pH ode r di e körperei genen
prot eol yt i sch en Enz ym e i m Dünndarm inaktiv i ert werd en (Ehling-Schulz et al., 2004;
Stenfors Arn esen et al., 2008). Lebensm i t t el, die am häufi gst en m i t ei ner B. cer eus
Lebensm i t t el i nt oxi kation i n Verbindung gebracht werden, sind st ärk erei ch e Lebensm i t t el wi e
Reis, Teigwaren und Geb äck (Stenfors Arnes en et al., 2008).
Die Diarrhoe-Form ist durch pro fuse, wässr i ge Durch fäl l e gek enn z ei chnet, die mi t
Bauchk räm pf en und gel egent l i ch Nausea einh er geh en. Die Inkubations z ei t bet rägt i n de r
Regel 8 bis 16 Stunden. Die Krankhei t sdauer b el äuft si ch i n den m ei st en Fällen auf 12 bis 24
Stunden. Die für di e Symptom e verantwort l i che n Enterot ox i ne werden i m Dünndarm dur ch
vegetative B. cer eus Zellen gebi l det, die als so l che ode r als Sporen d en Magen mi t der
aufgenom m en Nahrun g passiert haben. Die Diarrho e-Form ent sp ri cht som i t ei ner
Lebensm i t t el i nfekt i on (Stenfors Arnesen et al., 2008; Logan, 2012). Bereits i m Lebensm i t t el
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vorliegende Enterot ox i ne si nd ni cht von Bedeut ung, da diese hi t z e- und säurelabil und
em pfi ndl i ch ge genüb er Proteasen si nd (Ceuppens et al., 2012a). Nach bish er r e gi st ri ert en und
unt ersucht en l eb ensm i t t el bedi ngt en B. cer eus Ausbrüchen l i e gt di e i nf ekt i öse Dosis i n den
m ei st en Fällen bei 10 4-109 KbE/g Lebensm i t t el, wobei auch Ausbrüch e m i t ni edri ger en
Zellzahlen bekannt si nd (EFSA, 2005; Logan, 2012) und Pielaat et al. (2006) schon 10 3
KbE/g Lebensm i t t el als kri t i sch befi nden. Eine Infekt i on i st auch abhängi g von der Art und
der Men ge des ve rz ehrt en Nahrun gsm i t t el s (Clavel et al., 2004), mit dem B. cereus Zellen
bz w. Sporen aufgenom m en werden. Außerd e m si nd Sporen währe nd der Verdauun g
wi derstandsfähi ger als v egetative Zellen, weswe gen weni ger für ei n e Inf ekt i on ausrei ch end
sei n können (Stenfors Arnesen et al., 2008; Logan, 2012). Am häufi gst en we rden
prot ei nrei ch e Lebensm i t t el aber auch Gemüse und verarbeit et e Lebens m i t t el wi e Suppen,
Saucen und Puddings i n den Zusammenhang mit ei ner B. c ereus Lebensm i t t el i nfekt i on
geb racht (Stenfors Arn es en et al., 2008).
Neben d en bei den Form en gastroi nt est i naler Erk rankun gen i st B. cereus auch in d er Lage
ex traintest i nale Erkrankungen h ervorz uruf en. Neben s yst em i schen Infekt i onen wi e
Septikäm i en, Endokarditi den und Inf ekt i onen des Respi rationst rakts sowie des z ent ralen
Nervens yst em s i st di es es opport uni st i sche Bakterium auch Verursacher von l okalen
Hautinfekt i onen, v.a. postoperativ, nach Verbr en nungen und äuße rl i chen Traumata, und von
Endophthalmiti den (Drobniewski, 1993; Kotiranta et al., 2000; Bottone, 2010).
3. Toxin e en terop ath ogen er B . cer eu s
Heute st ehen als Auslöser der Symptom e ei ne r B. cereus Lebensm i t t el i nfekt i on di e i m
Dünndarm gebi l det en, porenform end en Ente rot ox i ne fest. Hierbei unt e rschei den si ch di e
bei den aus drei Einz el kom ponent en best ehend en Enterot ox i nkom pl ex e Hämol ysi n BL (HBL)
(Beech er & Macmillan, 1991) und Nicht-hämol yt i sches Enterot ox i n (Nhe) (Lund & Granum,
1996) von dem aus ein er Komponent e best eh ende n Enterot ox i n Cytotox i n K (CytK) (Lund et
al., 2000).
Jeder isol i ert e B. cer eus Stamm ist Träge r m i nde st ens ei nes der bekannt e n Enterot ox i ngene.
Die Toxinprodukt i on aber ist stammabhän gi g, weshalb der alleini ge Gennachw ei s m i t t el s
PCR nicht z ur Bestät i gu ng d es t ox i schen Potent ials ausrei cht. Nahezu 100% der unt ersucht en
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B. cereus Isolate tragen di e für Nhe kodi erend en Gene. In weni ger als 50% der Isolate si nd
di e hbl -Gene vorhand en, wobei di e Prävalenz unt er Stämmen, die im Zusammenhang mit
l ebensm i t t el bedi ngt en Krankhei t sausbrü chen s t ehen, steigt (Guinebr e t i ère et al., 2002;
Moravek et al., 2006). Moravek et al. (2006) zeigten, dass die z yt ot ox i sche Aktivi t ät ei nes
Stammes stark mit der Konz ent ration des produz i ert en NheB korrel i e rt. Bisher si nd nur
weni ge Stämme bekannt, die das für CytK1 kodie rende Gen tragen. Diese werden als ei gen e
Spez ies B. cyt ot oxi cus ge führt (Guinebr et i ère et al., 2013).
Neben d en ber ei t s erw ähnt en Enterot ox i nen werden wei t er e m ö gl i c he Virulenz faktor en
di skut i ert. In einer von Clair et al. (2010) durchgeführt en Sekret om st udi e i n der frühen
Wachstum sphase des B. cereus Typstamms ATCC 14579 wurden 57 Virulenz-assoz i i ert e
Protei ne, 31 davon das erst e Mal übe rhaupt, im Sekret om ge funden. Unter di esen fanden si ch
Tox ine und m ut maßliche Tox ine, Abbauenz ym e wi e Proteasen, Adhäsi ne und
Flagellenkom ponent en. Innerhalb de r Grupp e de r Tox ine fand si ch neb en CytK und d en
j ewei l s drei Komponent en der bei den Enterot ox i nkom pl ex e HBL und Nhe auch di e
m ut maßlich vi ert e Komponent e des HBL-Enterot ox i nkom pl ex es HBL B’. Außerdem wurd en
Hämol ysi n II (HlyII), Enterot ox i n FM (EntFM) und drei neue m ut maßliche Enterot ox i ne
EntA, EntB und EntC erst mals im Sekret om nachge wi esen. Cadot et al. (2010) untersu cht en
di e Prävalenz und di e Express i on der Gene dr ei er m ögl i ch er Virul enz faktoren, den bei den
Metalloprot easen InhA1 und NprA und des Hämol ysi ns Hl yII in pathogen en und ni cht
pathogenen B. cer eus Stämmen. Dabei wiese n si e di e i nhA1 - und nprA -Gene in allen
unt ersucht en Stämmen nach, wohin ge gen si ch hl yII nu r i n patho ge nen Stämmen nach wei sen
l i eß. Die mit t el s qRT-PCR gemess enen Express i onsl evel von i nhA1 und nprA waren in
pathogenen Stämmen h öher als in ni cht patho gen en. Doll et al. (2013) zeigt en, dass die
B. cereus Sphin gom ye l i nase in Zusammenarbeit m i t Nhe si gni fi kant z u r Zytotox i z i t ät und
Pathogeni t ät bei t r ä gt.
3.1 Hämol ysi n BL
Der hämol yt i sch e Drei-Komponent en-Enterot ox i nkom pl ex HBL wird aus den drei
Einz el prot ei nen HBL L2 (44,8 kDa), HBL L1 (39,5 kDa) und HBL B (38,1 kDa) gebildet
(Beech er & Macmillan, 1991; Beech er & Wong, 2000). Erstmals beschri eben wurde HBL in
dem heut i gen B. cer e us Refer enz stamm F837/76 (Beech er & Macmillan, 1990), der
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ursprün gl i ch aus einer p ost operativen Wunde i sol i ert worden war (Turnb ul l et al., 1979). Die
Enteropatho geni t ät von HBL wurd e durch di e Steigerun g der vaskul ä ren Permeabilit ät i n der
Haut von Kaninchen (Beeche r & Macmillan, 1991) und den Darmschl i ngenl i gationst est
best ät i gt (Beecher et al., 1995). HBL ist z yt ot ox i sch ge genüber Veroz el l en (Lund & Granum,
1997), dermonekrot i sch (Beech er & Wong, 1994) und bil det t ypi sche ri n gförm i ge
Hämol ys ez onen auf Schafblutagar aus (Beech er & Macmillan, 1990). Zur maximalen
bi ol ogi schen Aktivi t ät si nd alle drei Komponent e n not wendi g (Beech er et al., 1995).
Durch Immunfl uoresz e nz färbungen von Eryt hroz yt en wurde HBL B zunächst als
Bindun gskom ponent e d e s Enterot ox i nkom pl ex es und HBL L1 und L2 als Lysekom ponent en
post ul i ert (Beecher & Macmillan, 1991). Durch spät ere Unte rsuchun gen kamen Beech er &
Wong (1997) zu der Annahme, dass die drei Komponent en HBL L2, HBL L1 und HBL B
unabhän gi g vonei nander an Erythroz yt en bi nden können und gem ei nsam v erm ut l i ch i n ei nem
Membranangri ffskom pl e x z usammenfi nden, der nach Ausbi l dung t rans mem branär er Poren
z ur osm ot i schen Zelll ys e führt. Sastalla et al. (2013) hinge gen z ei gt en, dass HBL B als
einz i ge Komponent e an die Membran eukaryo ti scher Zielz el l en bi nde n kann und dass
wiederum nur HBL L1 an HBL B bindet. HBL L2 folgt als dri t t e Komponent e, was dann z ur
Zelll yse führt. Somit führt ei ne fest e Bindun gsr ei henfol ge der dr ei Komponent en HBL B,
HBL L1 und HBL L2 zu einer t ransmem branären Pore und z um ans chl i eße nden Zelltod dur ch
osm ot i sche Lyse.
Die drei für HBL kodier enden Gen e hbl C (HBL L2),hbl D (HBL L1) und hbl A (HBL B) sind
chrom osomal auf ein em gem ei nsamen Operon or ganisi ert und werden i n ei ne
pol yci st roni sche mRNA transkri bi ert (Heinri chs e t al., 1993; Ryan et al., 1997).
3.2 Nicht-hämol yti sch es Enterotoxi n
Nach eine r Lebensm i t t el i nfekt i on i n Norwegen 1995 wurde erst mals ein ent eropatho gene r B.
cereus Stamm isol i ert, für den kei n HBL nachzuwei sen war. Aus d em heut i gen B. cer eus
Referenz stamm NVH 0075-95 konnte de r Drei-Komponent en-Entero t ox i nkom pl ex Nhe
isol i ert werden, der si ch z unächst als nicht hämol yt i sch wi rksam zeigt e (Lund & Granum,
1996). Granum et al. (1999) klärten auf, dass sich Nhe aus den dr ei Protei nen NheA (41 kDa),
NheB (39,8 kDa) und NheC (36,5 kDa) zusammenset z t, die von den gl ei chnamigen Gen en
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nheA ,nheB und nheC ch rom osomal kodi ert werd en und si ch auf einem Operon befi nd en. Bei
der Gens equenzanalyse der bei den Ent erot ox i ne Nhe und HBL zeigten si ch Ähnl i chkei t en
z wi schen nheA und hbl C ,nheB und hbl D und nheC und hbl A . Auch di e aus der Gensequ enz
abgelei t et e Protei nst rukt ur wi es Ähnl i chkei t en d e r ent sprech enden Protei n e auf.
Damit Nhe biol ogi sch aktiv i st, wird j edes der drei Protei ne benöt i gt (Lindbäck et al., 2004).
Nhe erwi es si ch als häm ol yt i sch wi rksam, zytot ox i sch und fähi g, Poren i n
Lipiddoppel schi cht en ausz ubi l den (Fagerlund et al., 2008). Für maximale Zytotox i z i t ät auf
Veroz el l en i st ei n Komponent enverhäl t ni s von 10:10:1 (NheA:NheB:NheC) notwendi g
(Lindb äck et al., 2004). Die z ytot ox i sche Aktivi t ät durch Ausbi l dung von Poren i n
Membranen eukaryoti sch er Zellen füh rt z ur osm ot i schen Zelll ys e (Fagerlund et al., 2008).
Lindbä ck et al. (2010) zeigten, dass NheC und NheB fähi g si nd, direkt an die Ober fl äche
eukaryoti sche r Zellen z u bi nden, während NheA diese Fähi gkei t fehl t. In Versuchen z ur Nhe-
induz i ert en Zytotox i z i t ät konnt e gez ei gt w erd en, dass ein e best i m m t e Bindungsr ei henfol ge
der Protei ne e rford erl i c h i st, wobei i m erst en Schrit t NheC und im l et z t en Schrit t NheA
obli gatorisch i st, um Zytotoxi z it ät ausz ubil den (Lindbä ck et al., 2010; Didier et al., 2012).
Heilkenbri nker et al. (2013) legten dar, dass die Ausbi l dun g ei nes stabilen Komplex es
z wi schen NheC und NheB notwendi g i st, um gem ei nsam an die Zielz e l l e z u bi nden und
t ox isch ge genüber Veroz el l en z u sei n. Im aktuel l en Modell z um Wirkungsm echanism us von
Nhe unt er natürli ch en Bedingun gen wi rd angenom m en, dass NheC und NheB zunächst stabile
Komplex e bi l den, bevor si e gem ei nsam als Komplex an die eukaryoti sche Zelloberfl äche
bi nden. Durch darauf fol gend e Konformationsänd erun gen bi ndet wei t e res f rei es NheB an den
Komplex, wodurch ei ne ri ngfö rm i ge Strukt ur ausgebi l det wi rd. Im Fol gen den kann NheA an
das zell gebunden e NheB binden und dadurch di e t ransmem branäre Pore ko m pl et t i eren.
3.3 Cytotoxi n K
CytK wurde erst mals 1998 nach einem Lebens m i t t el vergi ft un gsfall in ei nem Altenhei m i n
Frankrei ch aus einem B. cereus Stamm (NVH 391-98) isoliert, bei dem 44 Menschen an
Durchf äl l en erk rankten. Sechs der e rkrankt en Personen z ei gt en bl ut i ge Durchfäl l e, drei von
i hnen starben. Für diesen Stamm konnt en z unächs t weder hbl noch nh e nachge wi esen werd en.
Die Aminosäuresequenz des i sol i ert en 34 kDa schweren Protei ns CytK zeigt e Ähnl i chkei t en
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zu den Leukoz i di nen von S. aureus , zu dessen α- und γ-Hämolysin, zum β-Toxin von 
C . perf ri ngens und z u HlyII von B. c ereus , die zur Familie der β-barrel channel-forming 
t oxi ns z ähl en (Menest ri na et al., 2001; Ramarao & Sanchis, 2013; Popoff, 2014). CytK erwies
si ch als z yt ot ox i sch, hämol yt i sch, dermon ekrot i sch und als fähi g ei ne n ekrot i sche Ent eri t i s
ausz ul ösen. In der Prom ot orre gi on des cyt K -Gens wurde ei ne Erkennun gs st el l e für d en PlcR-
Regulator gefunden (Lund et al., 2000). Außerd em z ei gt e si ch, dass CytK fähig i st, Poren i n
Lipiddoppel schi cht en z u bi l den (Hard y et al., 2001). Fagerlund et al. (2004) konnten ei ne
z wei t e Variante des c yt K -Gens ( cyt K 2 ) nachwe isen. Das CytK2-Protei n erwi es si ch z war
ebenfalls als häm ol yt i sch, zytot ox i sch und porenbi l dend i n Lipiddoppel schi cht en, die tox i sche
Aktivi t ät war aber ge ge nüber der Variante CytK1 des Typstamms NVH 391-98 um 80%
reduz i ert. Während c yt K 1 nur sehr sel t en auftri t t, lässt si ch cyt K 2 i n vi el en B. cereus Stämmen
nachwei sen (Guinebr et i ère et al., 2006). Später zei gt e si ch, dass cyt K 1 -positi ve Stämme ei ne
nhe -Genvariante tragen (Fagerlund et al., 2007).
Guinebret i èr e et al. (2013) defini ert en c yt K 1 -positi ve Stämme als B. cyt ot oxi cus , als
eigenst ändi ge Spez ies i n nerhalb d er B. c ereus Gruppe. Die 16S rRNA Gensequenzanalys e
z ei gt e ei ne en ge ph yl o gen et i sche Verwandtschaft z u Stämmen der B . cereus Gruppe,
innerhalb dieser bi l det en di e unt ersucht en B. cyt ot oxi cus Stämme aber e i n ei genes Clust er.
B. cyt ot oxi cus i st t h erm ot ol erant (Wachstum z wi schen 20 und 50 °C) und grenz t si ch dadu rc h
z u anderen Spez ies der B. cereus Gruppe ab. Tryp tophan ist z um Wachstum ess ent i el l, die
Fähi gkei t z ur Stärkeh ydr ol yse fehl t, die Voges-Proskauer-Reaktion fäl l t schwach posi t i v aus.
Zum Zeitpunkt der Spez iesdefi ni t i on waren nur fünf Stämme m i t dem cyt K 1 -Gen bekannt.
Contz en et al. (2014) fanden hi n ge gen b erei t s i n 35% von 151 untersucht en
Kartoff el produkt en B. c y t ot oxi cus .
3.4 Regu l ati on d er Enterot oxi n exp ress i on
Die Enterot ox i nex press i on und di e damit verbun dene t ox i sche Aktivi t ät von B. c ereus wi rd
von den um gebende n Umwelt faktoren b eei n fl uss t und m i t regul i ert. Temperatur, pH,
Sauerst off gehalt und -redukt i onspot ent ial, Nährst offvorkom m en wi e Art und Menge de r
verfü gbaren Kohlenst of f quel l e nehm en hi er maßgebl i ch Einfluss (Suth erland & Limond,
1993; Duport et al., 2004; Ouhib et al., 2006; Zigha et al., 2006; Ouhib-Jacobs et al., 2009;
Ceuppens et al., 2011). Redox regulator en si nd das aus z wei Komponent en best ehende ResDE
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(Duport et al., 2006) und Fnr (Zigha et al., 2007). Die dur ch das Vorhande nsei n von Glucose
ausgel öst e Katabolit rep r ess i on wi rd durch das Katabolit-Kontrol l prot ei n A (CcpA) vermit t el t
und verm i ndert di e Ente r ot ox i nex press i on (van der Voort et al., 2009).
Die meist en B. cereus Virulenz gen e, unter and erem das hbl - und nhe -Operon und cyt K ,
gehö ren ei nem dur ch den Aktivator PlcR kontrol l i ert en Regulon an. Das Protei n PlcR ist Teil
ei nes Quorum sensi ng Systems, das abhän gi g von d er Zelldi cht e di e Express i on der
Virulenz gen e re gul i e rt (Gohar et al., 2008). Dabei wird PlcR vom autoinduz i ert en Peptid
PapR aktivi ert, das die Bindun g von PlcR an die palindrom e PlcR-Box vor den Ziel genen
erl ei cht e rt und dadurch d eren Transkri pt i on aktivi ert (Agaisse et al., 1999; Slamti & Lereclus,
2002; Grenha et al., 2013). PlcR ist posi t i v autoregul i e rt (Lereclus et al., 1996) und wird vom
Transkri pt i onsre gulator Spo0A geh em m t (Lerecl us et al., 2000).
3.5 Sekreti on d er Enteroto xi n e
Fagerlund et al. (2010) postul i ert en, dass die B. cereus Enterot ox i ne HBL, Nhe und CytK
über den Sec-Translokationsweg sekr et i ert w er den. Der Sec-Translokationsweg set z t si ch
z usammen aus dem Prot ei nkom pl ex SecYEG, der einen t ransmem branär e n Kanal bildet, und
der ATPase SecA. Bei allen HBL- und Nhe-Komponent en und bei CytK wurden N-terminal
Sec-typis che Signalpept i de gefunden, die si ch d urch ei nen posi t i v geladenen N-Terminus,
einen fol genden h ydrop hoben Abschni t t und ei ne anschl i eßende Spalt ungss t el l e für di e
Signalpept i dase ausz ei ch nen und nach erfol gt er Protei nt ranslokation ex t razellul är abgespalten
werden (Tjalsma et al., 2004). Wurde di e Signalpept i dsequenz von HBL B verände rt, so
wurde das HBL B Prot ein ni cht m ehr sekr et i er t und konnt e i m Zellpe l l et nach gewi esen
werden. Zusätz l i ch konnt e reduz i ert e Sekret i on und i nt razellul äre Akkum ulation der
Enterot ox i ne nach Zugabe von Natriumazid, einem Inhibi t or von SecA fest gest el l t werden.
Außerdem wu rde gez ei gt, dass die HBL B Sekreti on ni cht vom Flagellen-Exportapparat
(FEA) abhän gi g i st. Zwar waren Tox inex press i on und Zytotox i z it ät i n ei nem Stamm mit
fehl erhaftem FEA reduz i ert, die Sekret i on von überex pri m i ert em HBL B war davon aber
ni cht bet roffen (Fagerlun d et al., 2010). Vörös et al. (2014) zeigten auß erd em, dass ebenfalls
der Protei nkom pl ex SecDF an einer e rfol gr ei che n Translokation der Ente rot ox i ne bet ei l i gt i st.
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4. Simu l ati on gastroi n testi n al er Bedin gu n gen
Zum Verhalten und Üb e rl eben von B. c ereus Sporen bz w. vegetativen Zellen nach Verzehr
ei nes kontaminiert en Lebensm i t t el s i m m enschl ichen Gastroi nt est i naltrakt wurden m ehr er e
Studien durchgeführt, in denen gastroi nt est i nale Bedin gun gen si m ul i ert wurden. Hierb ei
wurde der Schwe rpunkt auf Überl eb ensfähi gk ei t, Auskei m ung und Wachstum von B. cereus
unt er gastroi nt est i nalen Bedin gun gen und ni cht auf den Nachwei s gebi l det er Enterot ox i ne
gel e gt.
Wilcks et al. (2006) untersucht en das Üb erl eb en und di e Auswirkung vo n B. cereus Sporen
und vegetativen Zellen i n Ratten m i t m enschl i cher Darmflora. In den Faeces d er Tier e, die
vegetativen Zellen aus ges et z t worden waren, konnt e B. cer eus i n der Regel ni cht
nach gewi esen w erden, wohinge gen Sporen di e Magenpassage übe rl ebt en und über ei nen
l ängeren Zeitraum nachwei sbar waren, was auf eine z ei t wei l i ge Adhäsi on hi ndeut et e.
Außerdem konnt e ei ne Veränd erun g i n der Zusammenset z ung de r m i krobi el l en Darmflora
beobachtet w erden. Enter ot ox i ne l i eßen si ch i n den Faeces ni cht det ekt i ere n.
Clavel et al. (2004) unter sucht en das Übe rl eben v on B. cereus Sporen und vegetativen Zellen
i n saurem Medium m i t bei gem i scht er Nahrun g, den menschl i chen Magen im i t i erend. Dabei
z ei gt e si ch, dass B. cere us Sporen besonders s äu restabil und relativ unabhängi g von d er Art
des um gebend en Lebens m i t t el s waren, wohinge gen ve getative Zellen seh r em pfi ndl i ch auf
niedri ge pH-Werte r eagi ert en, wobei best i m m t e Lebensm i t t el ab einem ge wi ss en pH-Wert
einen prot ekt i ven Effekt ausübt en. Somit i st ei ne m ögl i che Lebensm i t t el i nfekt i on von de r Art
der aufgenom m enen B. cereus Zellen (Sporen oder ve getativ), der Art des verz ehrt en
Lebensm i t t el s und der Magensäue run g abh än gi g. Bei einer si m ul i ert en Magen-Darm-Passage
(Über führun g von saure m Medium m i t bei gem i scht er Nahrun g i n si m ul i ert es Darmmedi um
m i t porci ner Galle) waren Überl eben, Wachstum und HBL-Produkt i on von vegetativen Zellen
von der Gallekonz ent ration und ebenfalls von der Art des um geben den Lebensm i t t el s
abhän gi g (Clavel et al., 2007).
Ceuppens et al. (2012d) bestät i gt en di e Säu reunem pfi ndl i chkei t vo n Sporen und di e
Säureem pfi ndl i chkei t v on vegetativen Zellen unt er Magensi m ulation. Während der
durch gefüh rt en Duod en um si m ulation (intest i nales Simulationsm edi um m i t Zusatz von
Verdauun gs enz ym en un d Galle) überl ebt en Spo ren und ve getative Zell en und v erm ehrt en
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sich sogar. Während d er Ileum si m ulation übe rl ebt en nur di e Spor en. Die glei chz ei t i g
i nkubi ert en humanen Darmbakteri en ve rhi ndert en deren Auskei m un g und Wachstum. Später
wurde ei ne Passage des oberen Gastroi nt est i nalt rakts mi t den fünf Phasen Mund, Magen,
Duodenum, Rückresorpt i on der Galle und Ileum si m ul i ert. Bis zur duodenalen Phase bli eben
di e Sporen unbeei nfl uss t und konnt en am Ende di eser Phase auskei m en. Das Wachstum
wurde wäh rend de r i l ealen Phase durch di e b ei gefü gt e i nt est i nale Keimfl ora verhi ndert.
B. cereus Sporen überl e bt en am Ende di e gastr oi nt est i nale Passage. Enterot ox i nprodukt i on
konnt e ni cht fest gest el l t werden (Ceuppens et al., 2012b). In ein em ähnl i c hen Experi m ent m it
vegetativen Zellen st el l t e si ch heraus, dass die vegetativen Zellen t rot z der hohen
Inokul um skonz ent ration di e gastroi nt est i nale Passage nicht überl ebt en, die ausgebi l det en
Sporen hi nge gen schon (Ceuppens et al., 2012c).
Wurde di e Übe rl ebensf ä hi gkei t und Ausk ei m ung von Sporen m esophi l er und ps yc hrot rophe r
Stämme i n si mul at ed gast ri c f l ui d (SGF), in si mul at ed i nt est i nal f l ui d (SIF) und unt er
Simulation der gastroi nt est i nalen Passage (Transfer von SGF in SIF) untersucht, so zei gt e
si ch, dass in SGF keine rel evante Inaktivi erun g der Spor en stattfand, in SIF die mei st en
Stämme auskei m en konnt en, aber dass Spor en m esophi l er Stämme bei Simulation der
gastroi nt est i nalen Passage bess er auskei m t en und schnel l er wuch sen als Stämme
ps ych rot ropher Stämme (Wijnands et al., 2006). Später best i m m t en Wijnands et al. (2009)
Inaktivi erun gsraten von vegetativen Zellen m eso phi l er und ps ychrot roph er Stämme i n SGF
und fanden heraus, dass diese di e Magenpassage in Antei l en überl eben könnt en und z war
abhän gi g von der Wachs tum sphase bei Aufnahme und dem Alter des Konsum ent en, das auch
di e Magensäu erun g m i t best i m m t.
Wijnands et al. (2007) konnten z ei gen, dass die Sporenauskei m ung von Komponent en
ausdi ffer enz i ert er CaCo-2-Zellen i m Gegensatz z u Hep-2-Zellen i n duz i ert wi rd, die
unem pfi ndl i ch ge genüb e r Proteaseaktivi t ät und hi t z estabil si nd. Hornst ra et al. (2009) konnten
m i t GerI und GerL zwei Auskei m ungsrez ept or e n i dent i fi z i eren, die mögl i che rwei se i n di e
durch CaCo-2-Zellen i nduz i ert e Sporenauskei m un g i nvol vi ert si nd.
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II I MATERIAL UND METHODEN
1. Materi al
1.1 Chemik al i en
3,3’,5,5’-Tetrameth yl ben z i di n (TMB) (Sigma-Aldrich, T2885)
Aceton (Sigma-Aldrich, 32201)
Ammonium sul fat (Sigma-Aldrich, 31119)
Casein Natrium salz aus Kuhmil ch (Sigma-Aldri c h, C8654)
Caseinh yd rol ysat (Merck, 1.02245.0500)
Cell Proliferation Reagen t WST-1 (Roche, 11644807001)
Citronensäure-Monoh yd rat (Sigma-Aldrich, 33114)
cOmplet e Mini Protease Inhibi t or (Roch e, 04693124001)
D-(+)-Glucos e-Monoh yd rat (Sigma-Aldrich, 16301)
Dikaliumh ydro genphosp hat (Sigma-Aldrich, 60356)
Dinatrium h ydro genphos phat (Sigma-Aldrich, 71640)
Ethylendiamintet raacetat (EDTA) (Sigma-Aldrich, E1644)
Fetales Kälbers erum (FCS) (Biochrom AG, S 0115)
Hefeex t rakt (Oxoid, LP0021)
Kaliumdi h ydro genphosp hat (Sigma-Aldrich, 60220)
Kaliumh ydrox i d-Lösun g (Sigma-Aldrich, Fluka, 35113)
Lysoz ym (Merck, 1.052.810.001)
Magnesi um sul fat Heptahyd rat (Sigma-Aldrich, 63138)
MEM Earle’s (Bioch rom AG, FG 0325)
Methanol (Sigma-Aldric h, 34860)
Natriumazid (Sigma-Aldrich, 13412)
Natriumbi carbonat (Ried el-de Haën, 31437)
Natriumcarbonat (Riedel-de Haën, 31432)
Natriumchl ori d (Sigma-Aldrich, 31434)
Natriumci t rat-Dih ydrat (Sigma-Aldrich, S4641)
Natrium-Pyruvat (Biochr om AG, L 0473)
Natriumh yd rox i d-Lösun g (Fluka, 35256)
MATERIAL UND METHODEN
15
Paraffinöl (Sigma-Aldri c h, 18512)
PBS Dulbecco (Bioch ro m AG, L 1825)
Penicil l i n/Strept om yci n (Biochrom AG, A 2212)
Propidi um i odi d (Fluka, 81845)
RPMI 1640 Medium (Biochrom AG, FG 1215)
Schwefel säu re (Roth, X945.1)
Trizma Base (Sigma-Aldrich, T1503)
Trypsi n-EDTA-Lösun g (Sigma-Aldrich, T3924)
Tween 20 (Sigma-Aldric h, P1379)
Wasserst offperox i d 35% (Merck 8600)
1.2 Nähr med i en
1.2.1 Feste Näh r med i en
Columbia Agar mit Schafblut (Oxoid, PB5039A)
1.2.2 Flüssige Näh r med i en f ü r d i e Anzuch t von B . cereu s
Casein-Glucose-Hefe-Vollmedi um 20 g Caseinh yd rol ysat
Nach Beeche r & Wong (1994) 6 g Hefeex t rakt
2 g Ammoni um sul fat
14 g Dikaliumh ydro genp hosphat
6 g Kaliumdi h ydro genph osphat
1 g Natriumci t rat
2 g Magnesi um sul fat
Nach Einwaage d er Chemikalien wurde m i t Aqua dest. auf 950 ml aufgef ül l t und bei 120 °C
für 20 min autoklaviert. Zuletz t wurden 50 ml steri l er 20%iger Glu cose z uge geben, um eine
Endkonz ent ration von 1% Glucose z u erhalten.
Kondit i oni ert es RPMI 1640 Medium
Zur Herst el l un g von kondi t i oni ert em RPMI 1640 Medium wurden CaCo-2-Zellen, 2,1 Mio.
Zellen pro 80 cm 2Zellk ul t urflasche, über 14 d ausdifferenz i ert. Der Medium wechsel erfol gt e
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zweimal wöchent l i ch. 22 h vor Versuchsbe gi nn wurde den CaCo-2-Zellen 45 ml RPMI 1640
Medium, suppl em ent i ert m i t 0,8% Glucose und 2% Caseinh ydrol ysat, zugegeben. Nach 22 h
Inkubation wurde das Medium abgenom m en und durch ei nen 0,2 µm Filter fi l t ri ert.
1.2.3 Flüssige Näh r med i en f ü r d i e Zel l k u l tu r
T ab el l e 2: In dieser Arbeit verw en d ete Zel l k u l tu rmed i en
Zelllini e Zellmedi um Supplem ent i erung
CaCo-2 RPMI 1640 + 10% FCS
Vero MEM Earle’s + 1% FCS
+ 1% Natrium-Pyruvat
+ 0,2% Penicil l i n/Strept om yci n
1.3 Lösu n gen u n d Pu ff er
1.3.1 Enzymi mmu n ass ays (EIAs)
Bicarbonatpuff er: 15 mmol/l Na 2CO 3, 35 mmol/l NaHCO 3; pH 9,6
Casein-PBS-Lösun g: 3% bzw. 1% (w/v) Casei n Natrium salz in PBS
Citratpuffer: 210 mmol/l Citronensäur e-Monoh ydrat,
pH 3,95 (1 mol/l KOH),
336 µl 35% H 2O 2
Phosphatgepuf fert e Koch salzlösung ( phosphat e bu f f ered sal i ne , PBS):
116 mmol/l NaCl, 10 mmol/l Na 2HPO 4, 3 mmol/l KH 2PO 4,
pH 7,3
Schwefel säu re: 1 mol/l
Substrat/Chromogenl ösu ng: 5% (v/v) TMB-Lösun g i n Citratpuffer
TMB-Lösun g: 252 mg TMB, 5 ml Acet on, 45 ml Methanol
Tween 20 in PBS: 0,5% (v/v) Tween 20 in PBS
Waschlösung für EIA: 146 mmol/l NaCl, 0,025% (v/v) Tween 20
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1.3.2 Herstel l u n g von Gesa mt-Zellextrak t
EDTA-Lösun g: 100 mmol/l
Lysepu ffe r: 20 ml Protei npuffer,
0,5 ml cOmplet e Mini, 10 µg/ml Lysoz ym
Natronlauge: 10 mmol/l
Protei npuffer: 100 mmol/l Trizma Base, 200 mol/l NaCl, 1 mmol/l EDTA;
pH 8
1.4 Immu n r eagen zi en
1.4.1 Monok l on al e Antik örper
Die in Tabelle 3 aufgeführt en m onokl onalen Antikörper (mAk) wurden am Lehrst uhl
ent wi ckel t (Dietri ch et al., 1999; Dietrich et al., 2005).
T ab el l e 3: In dieser Arbeit verw en d ete mon ok l on al e Antik örp er
Toxinkom pl ex Komponent e mAk
HBL HBL B HT-L1 II mAk 1B8
HBL L1 HT-L1 II mAk 1E9
HBL L2 B. cer 45 I mAk 1A12
B. cer 45 I mAk 8B12
B. cer 45 I mAk 8B12-HRP
Nhe NheB B. cer 39 II mAk 2B11
B. cer 45 kD III mAk 1E11
B. cer 45 kD III mAk 1E11-HRP
1.4.2 Polyk l on al e Antiseren
Kaninchen-Anti-Maus Immungl obul i ne-HRP (Dako, P0161)
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1.5 Verbrau ch s mat eri al i en
Cryotubes 1,8 ml, 4,5 ml (Thermo Fisher, 375418, 379146)
Deckgläsch en
Einmalspri t z en 5 ml, 20 ml (Braun, 4606051V, 4606205V)
Eppendorf Reaktionsge fä ße 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, 0030 120.086, 0030 120.086)
Mikroti t erplatten, 96 Loch (Thermo Fisher, 439454)
Mikroti t erplatten, 96 Loch, steri l (Thermo Fish er, 167008)
Mikroti t erplatten, 96 Loch, schwarz (Thermo Fish er, 165305)
Petrischalen (greiner bi o-one, 633102)
Pipettenspi t z en 0,5 – 20 µl, 2 – 200 µl, 50 – 1000 µl (Brand, 732024, 732028, 732032)
Probenröhrch en 50 ml (greiner bi o-one, 227270)
Sterilfi l t er Millex-GV Filter Unit 0,22 µm (Merck Millipore, SLGV033RB)
UV-Küvetten 70 µl (Brand, 759210)
Zellkul t urflaschen 80 cm 2(Thermo Fisher, 178905)
1.6 Geräte
Begasun gsb rut schrank (Heraeus)
Biofu ge pi co (Heraeus)
Biophot om et er (Eppendo rf)
Brutschrank (Memme rt)
CO 2-Inkubator Heracell 150 (Thermo Fisher)
Flocken ei sberei t e r (Scots man)
Heizplatte/Magnet rühre r (Velp Scient i fi c)
Inverses Mikroskop (Zeiss)
Mikroti t erplattenl ese ger ä t Sunrise Remote Control Reader (Tecan)
Multifuge 1 S-R (Heraeus)
pH-Meter (InoLab)
Schüttel i nkubator (New Brunswick Sci ent i fi c)
Schüttel wasserbad (GFL)
Sterilwerkbank Herasafe (Heraeus)
Taumelschüt t l er Pol ymax 1040 (Heidolph)
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Ultraschallbad (Bachof er Laboratorium s ger ät e)
Varifu ge 3.0 R (Heraeus)
Varioklav Dampfst eri l i sator (H+P Labort echni k GmbH)
Victor 31420 multilabel count er (PerkinElmer)
Vortex-2 Genie (Scienti fi c Indust ri es)
Waage (Sartorius)
1.7 Softw are
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software)
Ridasoft Win.net (R-Biopharm AG)
Wallac 1420 Software (PerkinElmer)
1.8 Sonsti ges
Accu-Jet Pipett i erhi l fe (Brand)
Dispenser m i t 0,6 ml Spritz e (LKB Instrum ent GmbH)
Erlenme yerkol b en 200 ml, 300 ml, 500 ml (Schott)
Glaspipet t en 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml
Handzähl gerät
Variable Achtkanalpipet t e 30 – 300 µl (Eppendorf)
Variable Pipett en 0,5 – 10 µl, 10 – 100 µl, 100 – 1000 µl (Eppendorf)
Variable Zwölfkanalpipe t t e 30 – 300 µl (Eppendorf)
Zählkammer nach Thoma (Brand)
1.9 Zellli n i en
T ab el l e 4: In dieser Arbeit verw en d ete Zel l l i n i en.
Zelllini e Zellt yp Herkunft
CaCo-2 Humane Kolonadenokarzinomz el l en DSMZ, ACC 169
Vero Nierenepi t hel z el l en de r Grünen Meerkatze ECACC, 841113001
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2. Method en
2.1 Kulti vi eru n g von B . cereu s
2.1.1 Kulti vi eru n g i n CGY-Vollmed i u m u n ter S tan d ard-Laborb ed i n gun gen
Zur Voranreicherun g wu rden 20 ml CGY-Medium m i t ei ner Koloni e ei nes B. cereus Stamms
von ei ner Blutagar-Platte bei m pft und für 17 h im Schütt el wasserbad bei 32 °C inkubi ert. Aus
dieser Übernachtkul t ur wurden 20 ml CGY in einem 200 ml Erlenm eye r kol ben auf eine
opt i sche Dichte, photom et ri sch best i m m t bei ei ner Wellenl änge von 600 nm (OD 600), von 0,2
angeimpft und b ei 32 °C im Schütt el wasserbad für 6 h inkubi ert. Zur Gewinnung von
z el l frei em Kulturüberstand wurde di e Kultur b ei 2500 x g fü r 10 min bei 4 °C zentri fu gi ert,
durch ei nen 0,2 µm Filter st eri l fi l t ri ert, mit 1 mmol EDTA-Lösun g ve rset z t, zu 1 ml in
Cryotubes port i oni ert un d bei -20 °C eingefro ren.
2.1.2 Analyse d es Wach stumsv erl au f s u n ter L aborb ed i n gu n gen mi t sc h ri ttw ei ser
Annäh eru n g an si mu l i erte d ar mäh n l i ch e Bedin gu n gen
Aus einer B. cereus Üb ernachtkul t ur wu rden 150 ml CGY-Medium, abgefül l t i n 500 ml
Erlenm e yerkol b en, auf ei ne OD 600 von 0,05 angei mpft und über 48 h kult i vi ert. Die Kulturen
wurden b ei 32 °C bzw. 37 °C im Schütt el wasser bad (32 °C bzw. 37 °C Schüttel i nkubation),
37 °C im Brutschrank (37 °C ohne Schütt el i nkubation) und 37 °C im Brutschrank, zusät z l i ch
überschi cht et m i t 30 ml Paraffinöl (37 °C anaerob), inkubi ert. Um eine schri t t wei se
Annäherun g de r Standard-Laborb edi n gun gen an simul i ert e darmähnl i che Bedin gun gen z u
errei chen, wurde j ew ei l s nur ei n Parameter geänd ert. Der Wachstum sverlauf über 48 h wurde
durch kont i nui erl i che p hot om et ri sche Messun g der OD 600 der Kultur dokum ent i ert. Eine
Probenent nahme von j e wei l s 1,5 ml erfol gt e nach 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 24, 36 und 48 h.
Diese wurd en bei Raumtem peratur (RT) bei 11500 x g für 3 min z ent ri fugi ert. Zum Erhalt
von z el l frei em Kulturüberstand wurde wi e unt er 2.1.1 beschri eben vor ge gangen. Jeder Ansatz
wurde dr ei mal durch ge fü hrt.
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2.1.3 Verglei ch d es Wach stu msve rl au f s u n ter L ab orb ed i n gu n gen un d un ter
si mu l i ert en i n testi n al en Bedin gun gen
Die Kultivi erun g unt e r Laborb edi ngun gen e rf ol gt e i n 30 ml CGY-Medium i n 300 ml
Erlenm e yerkol b en bei 30 °C unter Schütt el i nku bation bei 125 rpm, die Kultivi erung unt er
si m ul i ert en Darmbedi n gungen i n 45 ml kondi t ioni ert em RPMI 1640 Medium i n 80 cm 2
Zellkul t urflaschen i m Zellkul t uri nkubator bei 37 °C und 7% CO 2-Begasun g. Die
vorberei t et en Medien wurden j ewei l s aus einer B. cereus Übe rnachtkul t ur auf eine OD 600 von
0,05 angeimpft. Die Dokumentation des Wachstum sverlaufs über 12 h erf ol gt e halbst ündl i ch
durch Messun g der OD 600. Proben von j ewei ls 3 ml wurden nach 2, 4, 6, 8 und 10 h
entnom m en. Zent rifu gation und Gewinnung vo n Kulturüberstand wurd en wi e unt er 2.1.1
beschri eb en durch geführt. Jede Anzucht wurde z wei mal wiederhol t.
2.2 Gewin n u n g von Zel l ext rak t
Zum Erhalt von Zell ex t rakt und Kulturübe rstand wurd e B. cereu s unt er Standard-
Laborbedi n gun gen kul t i vi ert. Nach 6 h wu rde d i e Kultur bei 2500 x g für 10 min bei 4 °C
zentri fugi ert und der z el l frei e Kulturüb erstand w ie unt er 2.1.1 beschri eb en gewonn en. Das
erhaltene Zellpel l et wurd e i n 20 ml kaltem PBS gewasch en (Resuspensi on und anschl i eßend e
Zent ri fu gation wi e oben beschri eb en), in 20 ml 0,01 mol/l Natronlauge r es uspendi ert und für
30 min bei 4 °C inkubi ert. Nach Zentri fu gation un d z wei maligem Wasch en i n PBS wurde das
Zellpel l et i n 5 ml Lysepuffer aufgenom m en un d i n vi er 2 ml Eppendorf Reaktionsgefäß e
überführt. Zur Zelll ys e wurde di e Zellsus pe nsi on auf Eis für dre i mal 10 min im
Ultraschallbad behand elt. Die l ysi ert en Zellen w urden bei 14000 x g un d 4 °C für 30 min
abzent ri fugi ert und der Zellex t rakt anschl i eß end abgenom m en, in Cryot ubes abgefül l t und
bei -20 °C eingefro ren.
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2.3 Enzymi mmu n ass ays
2.3.1 Direkter Enzy mi mmu n ass ay (Sandw i ch-EIA)
Zum semi quantitativen Nachw ei s der Kompone nt en HBL L2 und NheB wurde ei n di rekt er
EIA durch geführt. Zur Beschicht un g ei ne r Mikrot i t erplatte mi t 100 µl/Kavität wurden
10 µg/ml des mAks 1A12 (gegen HBL L2) in Bicarbonatpuff er bz w. 5 µg/ml des mAks 2B11
(gegen NheB) in PBS eingeset z t und über Nacht bei Raumtem peratur in ei ner feu cht en
Kammer i nkubi ert. Nach dem Auskl opf en d er Platte wurd en z um Blocki e ren f rei e r
Bindun gss t el l en 150 µl/Kavität 3%iges Casein i n PBS hinz ugefügt und für 30 min in ei ner
feucht en Kammer auf ein em Taumelschüt t l er i nku bi ert. Nach drei mali gem Waschen m i t EIA-
Waschlösung und ans chl i eßendem Trock enkl opfen wurden di e Kulturüberst ände i n
unt erschi edl i che r Aus gangskonz ent ration, verdü nnt i n 0,5% Tween 20 in PBS, in ein er
seri el l en Verdünnun gsr ei he 1:2 und 100 µl/Kavität auf die Platte ge geb e n. Zum Verhinde rn
ei ner Kreuz kontamination wurden di e Prob en nach einst ündi ger Inkubati on abgesaugt. Nach
viermaligem Waschen und Trockenkl opf en w urde als Detekt i onsantikörper 8B12-HRP
1:2000 (gegen HBL L2) bzw. 1E11-HRP 1:4000 (gegen NheB) in 1%igem Casein i n PBS je
100 µl/Kavität hi nz ugegeben und für 1 h auf dem Taumelschüt t l er i nkubi ert. Zur Detekt i on
si nd di e mAk 8B12 und 1E11 mit hors eradi sh -Perox idase (HRP) markiert, die di e Oxidation
des Chromogens Tetrameth yl b enz i di n katalysi ert. Nach fünfmali ge m Waschen und
Trockenkl opf en wurd e 100 µl/Kavität der Subs trat/Chromogenl ösun g hi nz ugefü gt und di e
Platte im Dunkel n i nk ubi ert. Die Farbreaktio n wurde nach 20 min durch Zugabe von
100 µl/Kavität 1 mol/l Schwefel säu re gest oppt und anschl i eßend di e Extinkt i on bei ei ner
Wellenl änge von 450 nm phot om et ri sch i m Sunrise Remote Control Reader gem ess en. Zur
Berechnun g d er rez i proken Titer wu rde d er Extinkt i onswert, der 1 am näc hst en l i egt, mit der
dazugehöri gen Verdünnu ngss t ufe m ul t i pl i z i ert.
2.3.2 Indirek ter Enzymi mmu n ass ay
Der indi rekt e EIA wurd e z um Nachw ei s der Komponent en HBL L1 und HBL B eingeset z t.
Die Mikrot i t erplatte wu rde m i t den i n Bicarbo natpuffer verdünnt en Kulturüberst änden i n
ei ner seri el l en Verdünn ungsr ei he beschi cht et. Die Absät t i gun g erfol gt e m i t 200 µl/Kavität
3%igem Casein i n PBS. Als pri m ärer Antikörpe r wurden 1 µg/ml des mAks 1E9 (gegen HBL
L1) bzw. 2 µg/ml des mAks 1B8 (gegen HBL B) in PBS eingeset z t. Zur Detekt i on di ent e das
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polykl onale Kaninchen-anti-Maus-Serum, konjugi ert m i t HRP, in 1% Casein in PBS. Folge-
und Waschschri t t e sowie Inkubationsz ei t en wurde n analog z um di rekt en EIA durch ge führt.
2.4 Zellk u l tu rtests
2.4.1 Kulti vi eru n g eu k aryoti sch er Z el l l i n i en
Zytotox i z it ät st est s wurde n auf d en Zellli ni en Vero bz w. CaCo-2 durch gef ührt, die in 40 ml
MEM Earle’s bz w. 30 ml RPMI 1640 Medium (Supplem ent i erung s. Tabelle 2) in 80 cm 2
Zellkul t urflaschen bei 37 °C und 7% CO 2-Begasung kul t i vi ert wurden. Zweimal wöchent l i ch
wurden di e Zellen passagiert. Das verbrauchte Medium wurde abgeschüt t et, der Zellrasen mi t
st eri l er PBS-Lösun g ge waschen und di e Zellen m i t 5 ml Trypsi n-EDTA-Lösung für 7 bzw. 5
min im Brutsch rank abgelöst. Zur Neutralisi erun g wu rden 10 ml des ent spr echend en
Medium s z uge geb en, die tr ypsi ni ert en Zellen darin sus pendi ert und anschl i eßend bei 100
bzw. 51 x g für 7 bzw. 5 min und bei RT zentri f ugi ert. Der Üb erstand w urde ve rwor fen und
di e Zellen i n 10 ml frischem Medium resus pendi ert. Zur weit e ren Kultivi erun g wurd e 1 ml
der Zellsus pensi on i n n eues Medium ge geb en, zur Verw endun g i n Zellkul t urassays in d er
Zählkammer nach Tho ma ausgez ähl t und ent sprechend de r gewünsc ht en Zellzahl eine
Zellsus pensi on he r gest el l t.
2.4.2 WST-Zytotoxi zi tä tstest
Zur Bestimm ung der z yt ot ox i schen Aktivi t ät von B. cereus Kulturüb erst ä nden wurden WST-
1-Bioassays auf Vero- und CaCo-2-Zellen durch gefüh rt. Hierz u wurden se ri el l e
Verdünnun gsr ei hen de r B. cereus Kulturüberst än de i m ent spre chenden Zellkul t urm edi um m i t
ei ner Anfangsverdünnun g von 1:20 in steri l en Mikrot i t erplatten angele gt. Jeder Ansatz wurde
z wei fach durch geführt. In jede Kavität wurden 3x10 4 Vero- bzw. CaCo-2-Zellen i n 100 µl
zuge geb en. Nach ein er Inkubation über 22 h bei 37 °C und 7% CO 2-Begasung wu rden 100 µl
Medium ent nom m en und 10 µl des Tetrazolium salzes WST-1 zuge geben u nd noch ei nmal fü r
2 h inkubi ert. Das von mi t ochondrialen Enz ymen vi taler Zellen i n Formazan umges et z t e
Tetrazolium salz WST-1 und die Intensi t ät des damit ei nhergehend en Farbumschlags von rosa
nach orange wurden p hot om et ri sch bei ei ner Wellenl änge von 450 nm best i m m t. Als
rez i proker Zytotox i zi t ätst i t er wurde di ej eni ge Verdünnun gss t ufe de f i ni ert, bei der di e
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Aktivit ät der m i t ochondr ialen Enz yme um 50% im Verglei ch z ur Negativ kont rol l e reduz i ert
war.
2.4.3 Propid i u mi od i d-Test
Zum Nachwei s der Fähigkei t z ur Porenbi l dung von B. cereus Enterot ox i nen i n der
Zellmem bran von Zielz el l en wurden Propidi um i odi d-Tests auf CaCo-2-Zellen durchgeführt.
Der Fluoresz enz farbst off Propidi um i odi d (PI) kann nach Perfo ration de r Zellmem bran du rch
porenform end e Tox ine i n di ese ei nst röm en und i n di e DNA inte rkalier e n, wobei si ch s ei n
Absorpt i ons- und Emi ssi onsmaximum verschi ebt. In sch warze Mikrot i t erplatten m i t
t ransparent em Boden w urden 4x10 4 CaCo-2-Zellen i n 200 µl RPMI 1640 Medium pro
Kavität aus gesät. Nach Inkubation über 24 h bei 37 °C und 7% CO 2-Begasung wurd en 100 µl
Medium pro Kavität ent nom m en und 100 µl RPMI 1640 Medium m i t 10 µg/ml PI und 1:20
Verdünnun gen von B. cereus Kulturübe rst ä nden hi nz uge geben. Die Messun g d er
Fluoresz enz i nt ensi t ät (Anregun g 530 nm, Emission 616 nm, Anregun gsz ei t 1 s,
Anregun gss t ärk e 20000) im Fluorom et er Victor 3 1420 erfolgt e alle 2,5 min über 4 h.
Hierdurch er gab sich für j ede Probe ei ne charakt eri st i sche PI-Einstrom kurve, dargest el l t als
Fluoresz enz z unahme übe r di e Zeit, die von der Geschwi ndi gkei t der Pore nbi l dung abhän gi g
war. Zum Verglei ch de r Proben m i t ei nander wurde di e Steigun g der maximalen li nearen
Fluoresz enz z unahme jeder PI-Einstrom kurve b ere chnet.
3. B . cereu s S ta mmset
Das in Tabelle 5 aufgef ührt e und i n di ese r Arb ei t verwend et e B. cer eu s Stammset wurde
während d es Projekt s „Enteropatho gen e Baci l l us cereus i n Lebensm i t t el n – Ident i fi z i erun g
und Risikoabschät z ung“ i n Zusammenarb eit m i t der Abtei l ung für Mikrobi ol ogi e des
Zent ralinst i t ut s für Ernährungs- und Lebensm i t t el forschun g (ZIEL) der TU München und
dem Inst i t ut für Funk ti onel l e Mikrobi ol ogi e des Department s für Pathobi ol ogi e der
Veteri nä rm edi z i ni schen Universi t ät Wien erarbe it et. Für das Stammset wurden B. cer eus
Stämme m ögl i chst unt erschi edl i ch er Herkunft, mit unt erschi edl i chen Tox ingenprofi l en,
Toxinex press i onsl evel n und z yt ot ox i scher Aktivi t ät ausgewähl t.
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Zur Auswahl wu rden Isolate aus den Stammsammlungen de r drei bet ei l i gt en
Forschun gs ei nri cht un gen und aus aktuel l en Lebensm i t t el vergi ft un gsfäl l en herangez ogen. Die
ausgewähl t en Stämme wurden aus Lebensm i t t el n (in Tabelle 5 grün markiert) und aus
Lebensm i t t el ver gi ft un gsf äl l en (in Tabelle 5 blau markiert) isoli ert, wobei di e Isolate aus d en
Lebensm i t t el ver gi ft un gsf äl l en aus humanen Faeces oder Lebensm i t t el n stammen. Ebenfalls
für das Stammset ausge wähl t wurden di e Refe re nz st äm m e für HBL, F837/76, und Nhe, NVH
0075-95. Die Eintei l ung i n di e genet i sch en Tox int ypen A ( nh e, hbl, cytK 2 ), C (nhe, hbl ), D
(nhe, cytK 2 ) und F ( nhe ) erfolgt e m i t t el s Multipl ex-PCR und Sequenz i erung des
Gesamtgenom s an den Partnerforschun gss t el l e n. Um emeti sche Stämme ausz uschl i eßen,
wurde auf Vorhanden sei n des em et i schen Tox incl ust ers ces unt ersucht. Auch di e
Untersuchun g auf n eu ere, präsum t i ve Virule nz faktoren wurd e m i t t el s Multipl ex-PCR
durch gefüh rt. Die Besti mm ung de r C l ade -Zughöri gkei t erfol gt e m i t t el s Sequenzanalys e des
gen et i schen Markers s poIIIAB . Zusätz l i ch wurde z ur Diff er enz i erung m esophi l e r und
ps ych rot ol erante r Stämme m i t t el s PCR auf das Kälteschockprot ei n-Gen cs pA unt ersucht, das
nur bei ps ych rot ol erante n Stämmen nachz uwei s en i st, um nur m esophi l e B. c ereus sensu
st ri ct o Stämme der B. cereus Gruppe aus C l ade I und II in das Set aufz unehm en. Die
Eintei l ung i n stark e, mittl ere und schwache Tox inproduz ent en ( hi gh , medi um und l ow
producer ) erfol gt e dur ch Bestim m ung d er r ez i proken Titer für NheB im Sandwich-EIA sowie
durch Bestim m ung de r rez i proken Zytotox i z i t ätst i t er i n WST-1-Bioassays auf Veroz el l en.
Dazu wurde nach 6 h Anzucht unt er Standard-Laborbedi n gun gen bei 32 °C und
Schütt el i nkubation der zel l frei e Kulturübe rstand ge wonnen. Als starke Tox inproduz ent en (in
Tabelle 5 rot markiert) wurden sol che Stämme defi ni ert, deren r ez i proker Titer für NheB
größ er als 4000 war, sch wache lagen unt er 2000 und mit t l ere dazwischen. Bei stark tox i schen
Stämmen war d er rez i pr oke Zytotox i zi t ät st i t er gr ößer als 500, bei schwach tox i schen kl ei ner
als 250. Bei der Auswahl der Stämme wurde darauf geachtet, dass sich unt er j edem Tox int yp
starke und schwach e Tox inproduz ent en m i t unt erschi edl i cher Herkunft b efi nden.
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IV ERGEBNISSE
Ziel der Arb ei t war es, das Verhalten der aus ge wähl t en B. cer eus Stäm me unt er si m ul i ert en
i nt est i nalen Bedin gun ge n z u unt ersuchen und di e Auswirkun gen d e r Kultivi erung i n
darmähnl i chem Milieu auf Wachstum, Toxinprodukt i on und Zytotox i z i t ät z u erm i t t el n. Daher
wurden z u Beginn der Arbei t di e Auswirkun ge n ei nz el ner Parameterve ränderun gen i n de r
Kultivi erung von B. c e reus unt er Standard-Laborbedi n gun gen unt ersu cht. Die Standard-
Laborbedi n gun gen waren in voraus ge gangen Untersuchun gen am Lehrst uhl i m Hinbl i ck auf
eine maximale Tox inex press i on opt i m i ert worden. Im weit eren Verlauf wurd en das
Kultivi erungsm edi um und di e Umgebun gsbedi ngun gen dem m enschl i chen Darm wei t er
angenäh ert, indem di e Anz ucht i n kondi t i oniert em, auf CaCo-2-Zellen vori nkubi ert em
Medium und i n ei nem Inkubator bei 37 °C und 7% CO 2-Begasun g du rch geführt wurd e.
1. Analyse von Wach stumsv erl au f, Toxinp rod uk ti on un d Zytotoxi zi tät von zw ei
B . cereu s Ref er en zstä mmen u n ter L ab or b ed i n gun gen mi t sc h ri ttw ei ser
Annäh eru n g an si mu l i erte d ar mäh n l i ch e Bedin gu n gen
Die beiden Refe renz st äm m e F837/76 (HBL) und NVH 0075-95 (Nhe) wurden ei n geset z t, um
die Auswirkun gen ei nz el ner Parameterv eränd er ungen b ei der Anz ucht unt er Standard-
Laborbedi n gun gen i n CGY-Vollmedi um (32 °C Schüttel i nkubation) auf Wachstum,
Toxinprodukt i on und Zytotoxi z it ät z u unt ersuche n. Hierbei wurde i n ei n e m erst en Sch rit t di e
Bebrüt un gst em pe ratur v on 32 °C auf 37 °C erhöht, die Schütt el i nkubation wurde bei behalten
(37 °C Schüttel i nkubation). Anschl i eß end wurd e di e Schütt el i nkubation ei n gest el l t, um die
Sauerst offz ufuhr z u redu z i eren (37 °C ohne Schütt el i nkubation). Im letz t en Schrit t wurde di e
Flüssi gkul t ur m i t Paraffinöl überschi cht et, um ein anaerobes Milieu z u erz eugen (37 °C
anaerob). Der Wachstum sverlauf wu rde kont i n ui erl i ch dokum ent i ert u nd z u best i m m t en
Zeitpunkt en wurden Pro ben aus z el l frei em Kultu rüberstand ent nom m en, die im Folgenden i n
EIAs zum qualitativen und sem i quantitativen Nachwei s d er Ent erot ox i ne und i n
Zytotox i z it ät st est s ei nges et z t wurden.
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1.1 Wach stu m
Der Wachstum sverlauf der bei den Refer enz st äm m e wurde währ end der Kultivi erung
re gel m äßi g phot om et ri sc h erfasst. Hierbei wu rde di e OD 600 best i m m t. Der Referenz stamm fü r
HBL F837/76 (Abb. 1 A) zeigte unt er 37 °C Schüttel i nkubation das stärk st e Wachstum. Die
Adaptationsphase war am kürz est en, die ex ponent i el l e Wachstum sphase im Vergl ei ch m i t den
anderen dr ei Wachstu m sbedi ngun gen am ste i l st en. Die stationär e Phase mit ei nem
Wachstum smaximum bei ei ne r OD 600 von 7 wurde nach 7 h erre i cht. Unter 32 °C
Schüttel i nkubation und 37 °C ohne Schütt el i nkubation z ei gt en di e Wachstum skurven ei nen
ähnl i chen Verlauf. Allei n di e Adaptationsphase war unte r 32 °C kürz er. Nach 9 h wurd e di e
stationäre Phase mit ei ner maximalen OD 600 von 6 errei cht. Unter 37 °C anaerob war das
Wachstum deut l i ch redu z i ert und verlangsamt. Der Referenz stamm für Nhe NVH 0075-95
(Abb. 1 B) zeigte unt er 37 °C Schüttel i nkubation ei ne kürz ere Adaptati onsphase und som i t
ei ne frühe r ei nset z ende ex ponent i el l e Wachstumsphase als unt er 32 °C Schüttel i nkubation.
Unter bei d en Wachstum sbedi ngun gen wu rde i n de r station ären Phase das
Wachstum smaximum bei ei ner OD 600 von 6 nach 8 (37 °C) bzw. 9 h (32 °C) erreicht. Unter
37 °C ohne Schütt el i nkubation und 37 °C anaero b war das Wachstum j e wei l s reduz i ert. Die
Adaptationsphase v erl än ge rt e si ch, das Wachstum smaximum lag b ei ei ner OD 600 von 4,5
bzw. 4 nach 4 h Inkubati on.
Beide Referenz st äm m e r eagiert en ähnl i ch auf die ver ändert en Wachstum sbedi ngun gen. Eine
Temperatur erhöhun g auf 37 °C mit gl ei chbl ei bender Schütt el i nkubation fördert e das
Wachstum. Eine Redukt ion der Sauerst of fz ufuhr durch Übe rschi cht un g de r Flüssi gkul t ur m i t
Paraffinöl füh rt e z u verm i ndert em Wachstum.
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Abb. 1: Einflu ss v o n Te mp e r a t ur und Sa ue r st o f f z uf uhr a uf da s Wa c h st u m de r B. c e re us Re f e r e nz st ä mme
f ür HBL F837/76 (A) und Nhe NV H 0075-95 (B). Das Wachst u m wur d e üb e r d ie Messu ng d e r OD 600
b e sti mmt.
1.2 Toxin p rodu k ti on
Die Toxinprodukt i on wurde durch Bestim m ung der Tite r der Einz el kom ponent en der
Enterot ox i ne i n spez i fi schen di r ekt en bz w. indi rekt en EIAs qualitativ u nd sem i quantitativ
erm i t t el t, die Produkt i vi t ät als Quoti ent aus Titer pro Einhei t opt i scher Dichte err echnet.
Hierdurch wurde ei n Maß für di e Effiz i enz der Tox inprodukt i on der bei den Refer enz st äm m e
unt er den vi er b eschri ebe nen Wachstum sbedi ngun gen gefunden.
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1.2.1 Nhe
Nhe ist ei n Drei-Komponent en-Toxin, das sich aus den ei nz el nen Protei nkom ponent en NheC,
NheB und NheA zusammenset z t. Standardmäßi g w erd en di e Titer für NheB besti m m t, da
diese am best en m i t der Tox iz i t ät i n Zellkul t ursys t em en ko rrel i e ren (Moravek et al., 2006;
Jeßberge r et al., 2014).
In Abbildung 2 A und C sind di e Verläu fe d er Tox inti t er von NheB dargest el l t. Bereits nach
2 h Inkubationsz ei t war NheB unt er allen vi er Wachstum sbedi ngun gen i m Kulturüberstand
bei der Refer enz st äm m e nachwei sbar. Die Toxinprodukt i on st i eg unt er 32 °C und 37 °C
Schüttel i nkubation bei bei den Stämmen z u Beginn verst ä rkt an. Die maximalen
Express i onsl evel wurden unt er Schütt el i nkubation früher er rei cht als unt er reduz i ert er
Sauerst offz ufuhr. Trotz verz öge rt ei nset z ender Tox inprodukt i on errei cht en di e Kulturen ohne
Schütt el i nkubation nur geri n gfü gi g ni edri ger e Express i onsl evel als die Kulturen unt er
Schütt el i nkubation. Auch nach 48 h war NheB im Kulturüberstand noch nachwei sbar, wob ei
si ch ei n gener el l l ei cht er Abfall ab 12 h unte r allen vi er Bedin gun gen und b ei bei den
Stämmen nachwei sen l i eß. Beim Referenz stamm F837/76 war unter 37 °C Schüttel i nkubation
nach 24 h ein stark er Abfall des Tox int i t ers fest st el l bar.
Mit verm i ndert er Sauerst offz ufuhr re duz i ert e si ch das Wachstum bei der Referenz st äm m e und
damit ei nhergehend di e produz i ert e Tox inm enge. Um ein en bess er en Verglei ch d er
unt erschi edl i chen Wachs tum sbedi ngun gen z u er m ögl i chen, wurde di e Produkt i vi t ät für j ede
Bedin gun g ber echnet (Abb. 2 B und D). Dabei fiel auf, dass der Refere nz stamm für HBL
F837/76 unter 32 °C Schüttel i nkubation z u Beginn di e höchst e Produkt i vi t ät srate hatte, sich
di ese unt er reduz i ert er Sauerst offz ufuhr v erz öge rt st ei ge rt e und unt er 37 °C
Schüttel i nkubation di e Produkt i vi t ät srate ber ei t s nach 6 h wied er stark abnahm. Während d er
erst en 3 h zei gt e d er Refer enz stamm für Nhe NVH 0075-95 unter d en vi e r
Wachstum sbedi ngun gen kei ne großen Unters chi e de i n der Produkt i vi t ät. Während der früh en
ex ponent i el l en Wachstum sphase st ei ge rt e si ch di e Produkt i vi t ät unt er Schütt el i nkubation. Ab
6 h lagen di e Produkt i vi t ät sraten für 32 °C Schüttel i nkubation, 37 °C ohne Schütt el i nkubation
und 37 °C anaerob auf glei ch hohem Niveau, wohinge gen di e Produkt i vi t ät srate unt er 37 °C
Schüttel i nkubation wi eder abnahm.
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1.2.2 HBL
Da der Nhe-Refer enz stamm NVH 0075-95 HBL-negativ ist, wurden di e Titer der ei nz el nen
HBL-Komponent en nur vom Stamm F837/76 bestim m t. HBL ist ebenfalls ei n Drei-
Komponent en-Toxin. Standardmäßi g wi rd z um Nachw ei s des Hämol ysi n BL die
Komponent e L2 bestim m t, da hierfür ei n Sandw ich-EIA verfü gbar ist. Da der HBL L2-Titer
aber ni cht m i t de r Zyto tox iz i t ät korrel i ert (Moravek et al., 2006; Jeßberger et al., 2014),
wurden z usät z l i ch di e Titer der Komponent en HBL L1 und HBL B ermitt el t.
Der HBL L1-Titer st i e g unt er 37 °C Schüttel i nkubation am schnel l st e n an (Abb. 3 A),
errei cht e sei n Maximum berei t s nach 4 h, fiel ab 8 h aber wi eder ab und ab 24 h war HBL L1
im Kulturüberstand kaum mehr nachwei sbar. Unter 32 °C Schüttel i nkubation st i eg der Titer
ebenfalls stark an, wobei sei n Maximum erst nach 6 h errei cht wurde und auch nur weni g i m
wei t eren Verlauf abfiel. Dahin ge gen st i e gen di e Titer unt e r 37 °C Schü ttel i nkubation und
anaerob nur langsam an und err ei cht en i hre maximalen Level erst nach 8 h, blieben dann aber
auf diesem Niveau bis z um Ende der Messun g stabil. Der HBL L1-Toxinti t erverlauf gli ch
unt er allen vi er Wachstum sbedi ngun gen sehr de m von NheB. Die höchst e Produkt i vi t ät (Abb.
3 D) wurde nach 4 h unter 37 °C Schüttel i nkubation errei cht, wobei si e danach wie d er HBL
L1-Titer sehr schn el l wi eder abfiel. Unter d en bei den Bedin gun ge n m i t reduz i ert er
Sauerst offz ufuhr st i e g di e Produkt i vi t ät ähnl i ch wi e di e Tox inti t er langsamer an. Ab 8 h war
die Produkt i vi t ät der Kulturen unt er 32 °C Schüttel i nkubation und 37 °C anaerob auf einem
gl ei ch hohen Niveau. Wie auch für di e ande ren Komponent en z ei gt e si ch e i ne verst ärkt e HBL
L2-Produkt i on (Abb. 3 B) zu Beginn der Inkubation unt er 32 und 37 °C Schüttel i nkubation.
Die höchst en Express i o nsl evel err ei cht e di e Kultur unt er 32 °C Schü ttel i nkubation. Das
gleich e galt auch für di e Produkt i vi t ät srate (Abb. 3 E). Nach 4 h war die höchst e
Produkt i vi t ät srate err ei c ht und fi el nach 7 h nur l ei cht ab. Unter den ande ren d rei
Bedin gun gen lag die Produkt i vi t ät srate auf halb so hohem Niveau wie unt er 32 °C, aber
z uei nander gl ei ch hoch. Die HBL B-Titer (Abb. 3 C) errei cht en nach 6 h ihr Maximalniveau,
wobei nach 36 h die Titer unt er 37 °C ohne Schütt el i nkubation und anaerob nochmal weit er
anstiegen, wohin ge gen d i e Titer unt er 32 und 37 °C Schüttel i nkubation nach 12 h abfiel en.
Die Produkt i vi t ät srate (Abb. 3 F) unte r 32 °C Schüttel i nkubation war zu Beginn seh r hoch.
Nach 6 h war unter alle n Bedin gun gen di e Prod ukt i vi t ät gl ei ch hoch, wobei si e nach 36 h
unter 37 °C ohne Schütt e l i nkubation und anaerob noch ei nmal stark anstie g.
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1.3 Zytotoxi zi tät
Die Untersu chun gen z ur Tox iz i t ät fanden i n PI-Tests auf CaCo-2-Zellen statt. Diesen wu rden
verdünnt e Kulturübe rst ä nde, verset z t m i t PI, hinz uge geben. Im Anschl uss wurde di e Zunahme
der Fluor esz enz i nt ensi t ät gem ess en, wodur ch si c h für j ede Prob e ei ne c harakte ri st i sche PI-
Einstrom kurve er gab, deren maximale lineare Steigun g be rechn et wurd e (Abb. 4).
Abb. 4: Besti mmu ng de r Zy t o t o xizit ä t mit t e ls P I-Te st. A: Darstellung v o n dr e i P I-Einst ro mkur v e n. Alle
2,5 min wir d d ie Fluo r e sz e nz i nten sitä t ge me s se n, die abhä n gig vo m PI-Einstr o m i n d ie Zellen is t. Bei sch ne lle m
PI-Einstr o m stei gt d ie PI-Einstr o mk ur ve stark an (blau). Ist der Einstr o m langsamer, verl ä uf t d ie Kurve f lacher
(grün). Wenn ke in PI einstr ö mt, ist d e r Verlauf li near entlang d er Nul lli nie (rot). B: Berechnung de r St e ig u ng
de r ma xi ma len Fluo re sz e n z z una h me. Der Absc hn itt d e r maxi male n li nearen Fluo r e sz e nz z u nahme wir d
b e sti mmt und se i ne Ste ig u ng b e r e c hne t.
Der Refer enz stamm für HBL F837/76 (Abb. 5 A) hatte unt er 32 °C Schüttel i nkubation ab 4 h
die höchst e PI-Einstrom ges chwi ndi gkei t i n di e Zielz el l en. Nach 48 h war der PI-Einstrom
verlangsamt. Unter 37 °C ohne Schütt el i nkubation und anaerob st i e g di e Fluoresz enz weni ger
stark an als unt er 32 °C Schüttel i nkubation. Die Einstrom gesch wi ndi gk ei t bl i eb ab 5 bis 48 h
konstant. Die Zunahmen der Fluoresz enz des Refe renz stamms für Nhe NVH 0075-95 (Abb. 5
B) waren unt e r allen vi er Wachstum sbedi ngun gen und allen bep robt en Zeitpunkt e n
schwäch er als bei m Stamm F837/76. Die Fluor esz enz nahm unt er 32 °C Schüttel i nkubation
z um Zeitpunkt von 6 h um ei n Drittel weni ger stark z u als bei m HBL-Referenz stamm.
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Abb. 5: PI-Test. A: Steig un g e n de r ma xi ma le n li ne a r e n Fluo re sz e nz z una h me de r P I-Einst ro mkur v e n z u
a lle n be pr o bt e n Ze it pun kt e n f ür de n B. c e re u s Re f e r e nz st a mm F837/76. B: Refere nz sta mm NV H 0075-95.
Zusammen fassend l äss t si ch fest halten, dass sich som i t ei ne Temperature rhöhung von 32 °C
auf 37 °C unter Beibe haltung der Schütt el i nk ubation z war fördernd auf Wachstum und
Tox inprodukt i on vor allem z u Beginn de r Unte rsu chung auswirkt e, gleichz ei t i g aber mi t ei ner
Redukt i on der Tox inprodukt i vi t ät ei nher gi ng, die si ch aber ni cht i n ei ne r Verminderun g d es
t ox ischen Potent ials fort set z t e, da dieses von der absol ut en Menge d er Ente rot ox i ne und ni cht
vom Verhäl t ni s z ur Wachstum sdi cht e abhängi g war. Die Einstel l un g der Schütt el i nkubation
und di e damit ei nhergehende Redukt i on der Sauerst offz ufuhr führt en z u ei ner
Wachstum sm i nderung. Bei eine r Verminde run g de r gesamten Bakterienmasse ver ri ngert e
si ch auch di e produz i ert e, absolut e Tox inm enge, wohinge gen si ch di e Produkt i vi t ät erhöht e
oder z um i ndest gl ei ch b l i eb. Durch ei n e Verminderun g der Gesamttox i nm enge ver ri ngert e
si ch ebenfalls di e Zytoto x iz i t ät im PI-Test. Im Verglei ch der bei d en Refe r enz st äm m e bl i eben
di e Auswirkungen ei nz el ner Paramete rver ände run gen auf Wachstum, Toxinprodukt i on und -
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produkt i vi t ät gl ei ch. Unterschi ede z ei gt en si ch vor allem i m PI-Test, in dem der Nhe-
Referenz stamm einen v er langsamten PI-Einstrom z ei gt e.
2. Verglei ch en d e Analys e von 19 B . cere u s S tämmen i n Bezug auf
Wach stu msve rl au f, Toxin p rod uk ti on un d Zytotoxi zi tät u n ter L ab or- und un ter
si mu l i ert en i n testi n al en Bedin gun gen
Mittelpunkt di eser Arbei t war die Untersuch ung des Verhaltens vo n B. cereus unt er
si m ul i ert en Darmbedi n gungen. Daher wurd e das ausgewähl t e B. cer eus Stammset (Tabelle 5)
zum Verglei ch unt e r si m ul i ert en i nt est i nalen und unt er Laborbedi n gun gen kul t i vi ert, der
Wachstum sverlauf dok um ent i ert sowie Untersuchun gen z ur Tox inprodukt i on und
Zytotox i z it ät durchgefüh rt.
2.1 Wach stu m
Der Verlauf des Wachstum s wurde währen d der Kultivi erung du rch halbst ündl i che
phot om et ri sche Messun g der OD 600dokum ent i ert.
2.1.1 Wach stu m u n ter L ab or b ed i n gun gen
Zum bess eren Überbl i ck wurde di e Darstel l ung d er Wachstum sve rlaufskurven unt er
Laborbedi n gun gen (CGY-Medium, 30 °C Schüttel i nkubation) in Abbil dung 6 für jedes
Tox inprofi l get rennt vo rgenom m en. Nach dr ei st ündi ger Adaptationsphase startet en alle
Stämme m i t der ex ponent i el l en Wachstum sphase und errei cht en nach 8 h d ie stationäre Phase.
Ab diesem Zeitpunkt e rhöht en si ch di e Standardabweichun gen ve rm ut l i ch aufgrund d es
deut l i ch verri n gert en Kulturvol um ens i m Anz ucht kol ben. Im Toxinprofi l A (Abb. 6 A) fiel
vor allem der Stamm F3175/03 (D7) durch ei n starkes Wachstum m i t hoher OD 600 i n der
stationären Phase auf. Im Toxinprofi l D (Abb. 6 C) zeigte d er Stamm MHI 86, aus
Vorversu chen be rei t s als l ow producer bekannt, im Verglei ch z u den and e ren Stämmen sei nes
Profil s kei n verm i ndert es Wachstum. Der Stamm MHI 226 mit dem Tox inprofi l F (Abb. 6 D)
zeigte i m Verglei ch z u allen ande ren Stämmen de s Stammset s ei n reduz i er t es Wachstum. Der
Referenz stamm für Nhe NVH 0075-95 hatte eben falls ei n l ei cht verm i nder t es Wachstum.
ERGEBNISSE
37
Wurden di e Stämme und i hre Wachstum sverlaufs kurven hi nsi cht l i ch i hrer Tox inprofi l e, nach
der Eintei l un g nach Tox inprodukt i on i n hi gh bz w. l ow producer und i h rer Herkunft (Isolation
nach Lebensm i t t el ver gi ft ungsunf äl l en oder aus Lebensm i t t el n nach Routineunt ersuchun gen)
betrachtet, konnt e k ei n Muster bez ügl i ch stark e m oder schwachem Wachstum aufgez ei gt
werden. Es ergaben si ch auch unt e r den vi er d efi n i ert en Tox inprofi l en kei n e Unters chi ede i m
Wachstum sverhalten. Ebenfalls wuchs en stark e Tox inproduz ent en ni cht verst ä rkt i m
Verglei ch m i t schwachen. Auch di e Herkunft gab keinen wei t er en Aufs chl uss darüber.
2.1.2 Wachstu m u n ter si mu l i erten i n testi n al en Bedin gu n gen
Um die Umgebun gsb e di ngun gen i m Darm nachz uahmen, wurde z u r Simulation von
i nt est i nalen Bedingun ge n als Inkubationst em peratur 37 statt 30 °C gew ähl t. Die Kulturen
wurden i n kondi t i oni ert em RPMI 1640 Mediu m angez ogen, das im Verglei ch z um CGY-
Vollmedi um nährst offred uz i ert i st.
Unter d en bes chri eb enen si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun gen war das Wachstum bei allen
Stämmen ge genüb er de m Wachstum unt er Laborbedi ngu n gen si gni fi kant reduz i ert (Abb. 7).
Die Adaptationsphase v erri n gert e si ch auf 2 h, die ex ponent i el l e Wachstum sphase fiel
dagegen deut l i ch sch wäc her aus. Im Toxinprofi l C (Abb. 7 B) zeigte der Stamm RIVM BC
126 ein ve rm i ndert es Wachstum wäh rend d er ex ponent i el l en Wachstum sphase. Der Stamm
F3162/04 (D8) im Toxinprofi l D (Abb. 7 C) zeigte i m Vergl ei ch z u allen ander en Stämmen
ei n besonders starkes Wachstum. Der Stamm MHI 226 im Toxinprofi l F, der unt e r
Laborbedi n gun gen ei n verm i ndert es Wachstum z ei gt e (Abb. 7 D), erreich t e unt er si m ul i ert en
i nt est i nalen Bedin gun gen ei n ähnl i ches Wachstum wi e di e anderen Stämme (Abb. 7 D). Auch
unt er si m ul i ert en i nt es t i nalen Bedin gun gen gab es kei n en Zusammenhang z wi schen
Tox inprofi l, Toxinprodukt i on oder Herkunft der Stämme und dem Wachstum sverhalten. So
zeigt en Stämme, die nach Lebensm i t t el ver gi ft ungsunf äl l en i sol i ert w orden waren, keine
besondere Adaptationsfä hi gkei t an die gewähl t en i nt est i nalen Bedin gun gen.
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2.2 Toxin p rodu k ti on
Die Titer der Enterot ox i nkom ponent en wurden i n di rekt en und i ndi rekt en EIAs aus z el l frei em
Kulturüberstand qualitati v und sem i quantitativ best i m m t.
2.2.1 Nhe
Wie berei t s erwähnt, kor rel i ert di e Zytotox i z i t ät in Zellkul t urs yst em en stark mit der Höhe des
NheB-Titers. Daher wur den i m Kulturüberstand f ür das Enterot ox i n Nhe n ur di e Titer fü r di e
Komponent e NheB best i m m t und auf eine Bestim m ung der Titer vo n NheA und dem
Komplex aus NheB und C verz i cht et.
Die Eintei l ung i n hi gh u nd l ow producer e rfol gt e z u Beginn i n Vorversu c hen unt er ande rem
anhand der Höhe des NheB-Titers nach 6 h Inkubation unt er Laborbedi ngun gen. Diese
Unterschi ed e i n der Tox inprodukt i on (Abb. 8 A+C) fielen unt er si m ul i ert en i nt est i nalen
Bedin gun gen geri n ger aus und ei ne ei ndeut i ge Eintei l ung i n hi gh und l ow producer l i eß si ch
ni cht m ehr so ei nfach vo rnehm en. Auße rdem waren in kondi t i oni ert em RPMI 1640 Medium
di e NheB-Titer z u j ed em Zeitpunkt verm i nde rt ge genüb er den Titern unt e r Laborbedi n gun ge n
nach 6 h. Aufgrund de s ebenfalls r eduz i ert en Wachstum s unt er si m uli ert en i nt est i nalen
Bedin gun gen wurd e di e Produkt i vi t ät (Titer/OD 600) errechnet. 11 von 19 Stämmen (58%) des
ausgewähl t en Sets z ei gt en nach 4 h unter si m uli ert en i nt est i nalen Bedin gun gen di e höchst e
Produkt i vi t ät srate (Abb. 8 B+D). Die rest l i c hen 8 Stämme waren nach 6 h unter
Laborbedi n gun gen am produkt i vst en. Unter de n 11 Stämmen waren Vertret er aller vi er
Tox inprofi l e, hi gh und l ow producer sowie Stämme unt erschi edl i cher Herkunft z u fi nden. Die
Produkt i vi t ät verändert e si ch über di e gesamte Messung ab 4 bis 10 h für jeden Stamm
ges ehen nur weni g, eben so di e NheB-Titer.
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Bei Bestimm ung de r Produkt i on von NheB war aufgefallen, dass in kondi t i oni ert em RPMI
1640 Medium i m Gegensatz z um CGY-Medium NheB berei t s nach 2 h bei allen
ausgewähl t en Stämmen nachwei sbar war (Abb. 9). Auch di e Produkt i vi tät sraten waren nach
2 h unter si m ul i ert en int est i nalen Bedin gun ge n höher als unt er Laborbedi ngun gen. Die
Toxinprodukt i on startete som i t unt er si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun ge n berei t s nach 2 h.
Die Kultivi erun g unt er si m ul i ert en i nt est i nalen Bedingun gen förde rt e also di e Produkt i on von
NheB berei t s z u Beginn der Inkubation maßgebl i ch. Dieser Effekt l i eß si c h z u ei nem spät eren
Zeitpunkt ni cht m ehr nachwei sen. Auch konnt e di es nur für NheB fest gest el l t werden, da der
Sandwich-EIA zum Nachwei s von NheB beso nders sensi t i v i st. Keine der drei HBL-
Komponent en war nach 2 h unter Labor- oder si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun ge n
nachwei sbar.
Abb. 9: NheB-Produkt io n a lle r 19 B. c e re us St ä mme na c h 2 h unt e r La bo r- (blau) und si mu lie r t e n
int e st ina len Beding u ng e n (rot).
F3162/04 (D8)
Der Stamm F3162/04 (D8) war in den du rch ge führt en Vorve rsuchen durch ei ne hoh e
Tox iz i t ät im WST-Zytotox iz i t ät st est aufgefallen. Der Titer für NheB lag aber nur bei 1:41
(Tabelle 5). Daher wurd en für di esen Stamm ne ben dem Sandwich-EIA für NheB auch die
bei den i ndi rekt en EIAs mit j ewei l s nur ei n em d er bei d en mAk (2B11 bzw. 1E11) aus dem
Sandwich-EIA dur ch gef ührt. Dabei z ei gt e si ch, dass NheB dieses Stamms mi t dem mAk
2B11 nur schl echt, mit dem mAk 1E11 hinge gen gut nach gewi esen wu rde. Im indi rekt en EIA
mit dem mAk 2B11 lagen di e Titer nach 6 h unte r Laborbedi n gun gen nur bei 1:12, mit dem
mAk 1E11 bei 1:4000. Daher wu rden i n der Darstel l ung i n Abbil dung 8 C die Titer aus
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diesem i ndi rekt en EIA verwend et. Bei vo range gangenen Untersu chun gen von m ö gl i chen
Kandidaten fü r das Stammset t rat dieses Phänom e n bei z wei wei t eren Isolaten auf.
Abb. 10: NheB-Titer de s St a mms F3162/04 (D8) im Sandw ich-EIA (A), im indire k t e n EIA 2B11 (B) und
1E11 (C).
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2.2.2 HBL
Für HBL L1 ergaben si c h di e höchst en Titer (Abb. 11 A) nach 6 h unte r Laborbedi n gun gen.
Die höchst e Produkt i vi t ät (Abb. 11 B) zeigte si ch bei 7 von 10 Stämmen (70%) nach 4 h unter
si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun gen, bei 3 von 10 (30%) nach 6 h unter Laborb edi ngun gen.
Unter di esen 7 bzw. 3 Stämmen befanden si ch Stämme bei der Tox inprofi le, unterschi edl i che r
Herkunft sowie hi gh und l ow producer . Die HBL L1-Titer bl i eben üb er d e n gesamten Verlauf
der Untersu chun g unt er si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun gen auf konstantem Niveau. Die
Produkt i vi t ät hi nge gen nahm lei cht ab. Auch di e HBL L2-Titer (Abb. 11 C) waren am
höchst en nach 6 h unter Laborbedi n gun gen. In de r Produkt i vi t ät srate (Abb. 11 D) zeigten si ch
z wi schen bei den Bedin gungen und z u allen Zeit punkt en (2 h ausgenom m en) keine großen
Unterschi ed e. Das gleich e galt für di e HBL B-Express i on (Abb. 11 E). Auch hier war dies e
nach 6 h unter Laborb ed i ngun gen am höchst en, die Produkt i vi t ät (Abb. 11 F) nach 4 h unte r
si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun gen. Im Toxinprofi l C waren Titer und Produkt i vi t ät
ni edri ger als im Tox inprofi l A.
2.3 Zytotoxi zi tät
Untersuchun gen z ur Zytotox i z it ät wurden m i t hi l fe z wei er unt erschi edl i cher Tests
durch gefüh rt. Beim WST-Zytotox i z i t ät st est verbl i eben di e Kulturüberst ä nde, mit den darin
ent haltenen Enterot ox i nen, 24 h auf den eukaryoti schen Zellen. Am Ende wurde ei n e
Messung de r Stoffwe chselaktivi t ät durch gef ührt, von der aus geh end der r ez i proke
Zytotox i z it ät st i t er berech net wurde, bei dem 50% der eukaryoti sch en Zell en überl eben bz w.
absterben. Der PI-Test is t ei n d ynamisch e Messu ng, bei de r das PI und di e Kulturübe rst ände
gl ei chz ei t i g auf die Zellen ge geben wurden un d sofort i m Anschl uss di e Zunahme der
Fluoresz enz i nt ensi t ät ge m ess en wurde, die abhä ngi g war von d er Poren bi l dung durch di e
Enterot ox i ne i n der Membran der Zielz el l en, durch di e das PI einst röm e n konnt e. Aus d en
si ch er gebend en PI-Eins trom kurven wurde di e maximale lineare Steigu ng e rre chnet (vgl.
Abb. 4. S. 34).
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2.3.1 WST-Zytotoxi zi tä tstest
Der WST-Zytotox i z i t ät st est wurde auf Vero- und CaCo-2-Zellen du r chgeführt und di e
Zytotox i z it ät der Stämme nach 6 h Anzucht unt e r Labor- (blau in Abb. 12) und sim ul i ert en
i nt est i nalen Bedin gun gen (rot in Abb. 12) vergli ch en. Die rez i proken Zytot ox iz i t ät sti t er fi el en
auf Veroz el l en (Abb. 12 A) bei allen Stämmen unt er si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun gen
ge ri nger aus als unt er Laborbedi n gun gen. Nach 6 h unter Laborbedi n gun ge n l i eßen si ch stark
und schwach tox i sche Stämme unt erschei d en, die der vorheri gen Eintei l ung i n hi gh und l ow
producer ent sprach en. Diese Unters chei dun g war unter si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun gen
aufgrund d er vi el ni ed ri ge ren Zytotox i z i t ät st iter ni cht m ehr so ei nfach mö gl i ch. Die
rez i proken Zytotox i zi t ätst i t er waren auf CaCo-2-Zellen (Abb. 12 B) nach 6 h unte r
Laborbedi n gun gen gen er el l et was ni edri ger als auf Veroz el l en, besonde rs aber b ei den r ei nen
Nhe-Produz ent en.
Abb. 12: WST-Zyto t o xizit ä t st e st a uf Ve r o- (A) und CaCo-2-Zellen (B). CGY: Laborb ed ingu n ge n; RPMI:
simulie r te i nte stinale Beding u nge n.
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2.3.2 Zytotoxi zi tät i m PI-Tes t
Die Steigun g de r Fluor esz enz kurven i m PI-Test wurde z u allen bepr obt en Zeitpunkt en
best i m m t (Abb. 13). Nach 2 h Anzucht konnt e unt er bei den Wachstum sbedi ngun gen kei ne
bz w. nur ei ne ge ri nge Zunahme der Fluor esz enz i nt ensi t ät beobachtet w e rden. Die hö chst en
Steigun gen de r PI-Einstrom kurven wurden nach 6 h Anzucht unt er Laborbedi n gun gen
errei cht (wie auch bei der Enterot ox i nprodukt i on). Die schnel l st en Zunahm en i n der
Fluoresz enz i nt ensi t ät unt er si m ul i ert en i nt est i nalen Bedingun gen waren nach 6 h Anzucht z u
beobachten, wob ei nach 4, 8 und 10 h Anzucht nur ei ne l ei cht verri n gert e Zunahme
aufz uz ei gen war. Auffäl l i g aber war, dass zu j edem Zeitpunkt di e PI-
Einstrom gesch wi ndi gk ei t i n di e Zielz el l en der Stämme des Tox inprofi l s D und F (reine Nhe-
Produz ent en) signi fi kant geri n ger war als die der Stämme des Tox inprofi l s A und C (HBL-
und Nhe-Produz ent en). Da gerade die NheB-Titer von hi gh producern aus Toxinprofi l D und
F höher lagen als von l ow producern aus Tox inprofi l A und C kann Nhe nicht allein für di e
Porenbi l dung i n d en CaCo-2-Zellen v erantw ort l i ch sei n, sondern HBL muss maßgebl i ch
daran bet ei l i gt sei n.
Abb. 13: PI-Test. CGY: Laborb ed ingu n ge n; RPMI: simulie r te intes tinale Beding un ge n.
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2.3.3 WST-Zytotoxi zi tä ts- und PI-Test i m Vergl ei ch
Im di rekt en Vergl ei ch d e r bei den Refe renz st äm m e für HBL (F837/76) und Nhe (NVH 0075-
95) zeigte si ch das unters chi edl i che Verhalten von rei nen Nhe- und HBL/Nhe-Produz ent en i n
den bei den durch geführt en Zytotox i z i t ät st est s deut l i ch (Abb. 14). Währe nd bei de Stämme
nach 6 h Anzucht unt er bei den Bedin gun gen äh nl i ch hohe rez i proke Zytotoxi z it ät st i t er i m
WST-Zytotox i z i t ät st est (Abb. 14 A) aufwiesen, zeigt e si ch i m PI-Test (Abb. 14 B) ein
anderes Bild. Die Einstrom ges chwi ndi gk ei t von PI in die CaCo-2-Zellen war unter
Laborbedi n gun gen b ei m Nhe-Referenz stamm sehr ge ri n g und wurde nach 6 h Anzucht i n
kondi t i oni ert em RPMI 1640 Medium sogar noch wei t er reduz i ert, während di e PI-
Einstrom gesch wi ndi gk ei t bei m HBL-Referenz stamm unt er bei den Bedingun gen seh r vi el
höher war als b ei m rei nen Nhe-Produz ent en u nd unt erei nand er annäh ernd gl ei ch ho ch.
Werden bei de Zytotox i zi t ät st est s m i t den NheB-Titern ver gl i chen (Abb. 14 C), so fäll t auf,
dass die NheB-Titer im Verh äl t ni s den rez i pro ken Zytotox i z i t ät st it ern aus dem WST-Test
ent sprach en, während si ch kei ne Üb erei nst i m m ung von NheB-Titern und Steigun gen i m PI-
Test z ei gt e. Der starke PI-Einstrom i n di e Zellen bei m HBL/Nhe-Produz ent en i st som it
verm ut l i ch von HBL abhängi g. Der HBL L1-Titer bet ru g nach 6 h unter si m ul i ert en
i nt est i nalen Bedingun ge n z war nu r 31% des Titers nach 6 h unte r Laborbedi ngu n gen (HBL
L2 17%; HBL B 7%). Die Einstrom geschwi ndi gk ei t en i m PI-Test waren z u di esem Zeitpunkt
aber in et wa gleich hoch. Dies spri cht für ei ne besondere Empfindl i chkei t der CaCo-2-Zellen
ge genüber HBL.
Abb. 14: WST-Zyto t o xizit ä t st e st (A) auf CaCo-2-Zel len, PI-Test (B) und N heB-Produ kt io n (C) nach 6 h
Anzucht u nt e r La bo r- (blau) und si mulie r t e n i nt e st ina le n Beding ung e n (rot) der beide n Re f e r e nz st ä mme
f ür HBL F837/76 und Nhe NV H 0075-95. CGY: Laborb ed ingu n ge n; RPMI: simulie r te i ntes tinale
Bedingu n ge n.
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3. Untersu ch u n gen zu r Pr otei n sek reti on
3.1 Vergl ei ch d er extra- und in trazel l u l ären Enterotoxi n ti ter
Die Enterot ox i ne Nhe un d HBL von B. cereus si n d Exoprot ei ne und lassen si ch i m Überstand
von B. cereus Flüssigku l t uren durch Anwendun g spez i fi scher EIAs nachwei sen. Abhän gi g
von der Höh e des i m Kulturüberstand best i m m t en Tox int i t ers werden B . cereus Isolate in
starke und schwach e Tox inproduz ent en ei nget e i l t. Die Ursache für h ohe bz w. niedri ge
ex t razellul äre Tox inkonz ent rationen i st bi slang unb ekannt. Um ein e unt ers chi edl i che
Protei nsekret i on als Ursache für di e verschi ed en hohen ex t razellul ären
Enterot ox i nkonz ent rationen z u unt ersuchen, wurden i m Folgende n di e Titer der
Komponent en NheB und HBL L1 im Kulturüberstand und i m Gesamtz el l ext rakt erm i t t el t.
Die Untersu chun gen z ur Sekret i on der Enterot ox i ne wurd en m i t dem Stammset durch ge führt,
da hier ber ei t s starke u nd schwach e Tox inproduz ent en z.T. in Paaren vorlagen (gleich es
Tox ingenprofi l, aber unt erschi edl i ch hoh e Enter ot ox i nt i t er). Die B. c ere us Stämme wurden
unt er Standard-Laborbe di ngun gen angez ogen, die Flüssi gkul t uren nach sechss t ündi ge r
Inkubation abzent ri fu gi ert und st eri l e Kultur überstandsproben ent no m m en. Aus dem
erhaltenen Zellpel l et w urde der Zellex t rakt ge wonnen. Die Proben aus Zellex t rakt und
Kulturüberstand wurd en i m di rekt en EIA zum Nachw ei s von NheB und im i ndi rekt en EIA
zum Nachwei s von HBL L1 eingeset z t.
In Abbil dung 15 sind di e aus Kulturüberstand und Zellex t rakt best i m m t en NheB-Titer
dargest el l t. Die aus d em Kulturüberstand be st i m m t en NheB-Titer lagen bei stark en
Tox inproduz ent en bi s z u 1:20300 (WSBC 10035) und bei schwachen Tox inproduz ent en bis
z u 1:27 (MHI 86). Diese Titer unt erschei den si ch z u denen aus Abbil dung 8, Abschni t t 2.2.1,
da sie aus eine r unabh ä ngi gen Anz ucht gewonn en wurd en. Die int razellul ären NheB-Titer
waren im m er kl ei ner 1:10 und bet rugen i m m er weni ger als 0,3% der ex t razellul ären Titer.
Hier fand si ch kei n Unterschi ed z wi schen stark en und schwachen Tox inproduz ent en. Das
bedeut et, dass alle Stämme i n der Lage sind, NheB zu sekret i er en. Im Zellex t rakt konnt e kei n
HBL L1 nachge wi esen werden, daher si nd i n Abbil dung 16 nur di e aus dem Kulturüberstand
best i m m t en HBL L1-Titer der HBL positi ven B. c ereus Stämme dargest el l t.
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Abb. 15: Nachw e is de r Entero t o xin ko mpo ne nt e NheB im K ult ur ü be r st a nd (blau) und Ze lle xt r a kt (rot)
des B. c e re us St a mms e t s.
Abb. 16: Nachw e is de r Entero t o xin ko mpo ne nt e HBL L1 im K ult ur ü be r st a nd und i m Ze lle xt r a kt de r 10
HBL-posit iv e n B. c e re u s St ä mme.
Da intrazellul är nur sehr weni g (NheB < 1:10) bzw. gar kein (HBL L1) Enterot ox i n
nach gewi esen w erden k onnt e, können ex t razellul äre Tox inkonz ent rationen ni cht m i t ei nem
Defekt i m Auss chl eusun gsm echanism us der Zell e erkl ärt w erden. Aufgr und der fehl end en
Akkum ulation der Enterot ox i nkom ponent en i m Zytoplasma bei schwache n Tox inproduz ent en
i st ei n Defekt i n der Sekret i on der Enterot ox i ne, der z u ei ner erni edri gt en ex t razellul ären
Tox inkonz ent ration führt, unwahrsch ei nl i ch. Somit m üss en di e unt erschi edl i ch hohen
Tox inl evel auf Unterschi eden i n der Tox inprodukt i on vor der Sekr et i on basieren.
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3.2 Verglei ch d er ext ra- und in trazel l u l ären Enterotoxi n ti te r n ach Zu gab e von
Natri u mazi d
Die einz el nen Kompone nt en der Ent erot ox i ne Nhe und HBL werden ve rm ut l i ch über de n
Sec-Translokationswe g aus der Zelle aus geschl eu st (Fagerlund et al., 2010). Diese r Transpor t
ei nes neu s ynt het i si ert e n Protei ns über di e Zellmem bran ist ATP-abhängi g. Natriumazid
st oppt durch Störung de r Elektronent ranspo rt ket t e di e ATP-Produkt i on und bl ocki ert som i t
den Sec-Translokationsw eg.
Die bei den Referenz st ä m m e für HBL F837/76 und Nhe NVH 0075-95 wurd en unt e r
Standard-Laborbedi n gun gen für 6 h kult i vi ert. Nach Zentri fu gation und z wei maligem
Waschen i n CGY, um bis z u di esem Zeitpunkt produz i ert es Tox in z u ent fernen, wurd e das
Zellpel l et i n CGY resus pendi ert und 2 mmol/l Natriumazid hi nz u gege ben. Im Anschl uss
wurde di e Kultivi erun g f ür wei t ere 20 min fort ge set z t. Danach wurden du rch Zentri fu gation
Kulturüberstand und Zellpel l et ge wonnen, aus d em wi ederum Gesamtz el l ex t rakt hergest el l t
wurde. Zum Verglei ch wurden Natriumazid frei e Kulturen m i t gefüh rt. Im EIA wurd en di e
NheB-Titer aus Zellex t rakt und Kulturüberstand e rm i t t el t.
In Abbil dun g 17 sind di e Titer der bei den Referenz st äm m e dargest el l t. Nach einer
Inkubationsz ei t von 20 min errei cht e F837/76 (blau) im Kulturüberstand ohne Zugabe von
Natriumazid ei nen Titer von 1:750, mit Zugabe von Natriumazid ei nen Titer von 1:80. Im
Zellex t rakt wurde j ew e i l s ei n Titer von 1:10 erreicht. Ohne z usät z l i che Zugabe von
Natriumazid bet ru g di es er 1% des erm i t t el t en Titers i m Kulturübe rstand, mit Zugabe von
Natriumazid waren di es 11%. Der Referenz stamm für Nhe NVH 0075-95 (rot) errei cht e i m
Kulturüberstand ohne Zugabe von Natriumazid ei nen Titer von 1:790 und mit Natriumazid
1:303. Im Zellex t rakt bet rugen di e Titer j ew ei l s 1:60. Ohne Natriumazid waren di es 7% des
Titers i m Kulturüberstand und m i t Zugabe 21%.
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Abb. 17: Nachw e is de r Ente ro t o xin ko mpo ne nt e NheB ohne u nd na c h Zug a be v o n Na t r iu ma z i d (NaAzid)
im Ku lt ur übe r st a nd un d Ze lle xt r a kt de r Re f e r e nz st ä mme F837/76 (blau) und NVH 0075-95 (rot).
Prozentangaben b e z ie he n s ich auf das Ver hält nis vo n r e z ip r o ke m Titer i m Zellex trakt z u m Kultur üb e r stand.
Zwar ist Natriumazid ni c ht spez i fi sch i n de r Hem mung d es Sec-Translokationswegs, sondern
hem m t aufgrund d er i rreve rsi bl en Störun g d er ATP-Produkt i on all e ATP-abhän gi gen
Vorgän ge i n der Zelle. Aber der proz ent uale Ansti eg des i m Zellex t rakt er m i t t el t en Titers für
NheB im Verhäl t ni s z um Kulturüberstand nach Natriumazid Zugabe läss t auf eine verst ä rkt e
Akkum ulation der Enterot ox i nkom ponent e NheB im Zytoplasma nach Hemmung des Sec-
Translokationswe gs schl i eßen.
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V DISKUS S IO N
B. cereus i st ei n bedeu t ender Lebensm i t t el i nfekt i ons- und int ox i kationserre ger, der z wei
Formen (Diarrhoe- und em et i sche Form) gastr oi nt est i naler Erkrankun gen auslösen kann.
Problematisch i st das häufi ge Vorkom m en v on B. cereus i n Lebensm i t t el n und di e
Schwieri gkei t, das pathogen e Potent ial dieser Isolate abzuschät z en. Mindest ens ei nes d er
bekannten Ente rot ox i nge ne kann in j edem B. cer e us Isolat nachge wi esen w erden. Die Präsenz
der Gene l i e fert j e doch kei nen Hinwei s auf das Toxiz i t ät spot ent ial, da die
Enterot ox i nprodukt i on stark stammabhän gi g i st und di e Menge der produz i ert en Enterot ox i ne
maßgebl i ch di e Tox izi t ät ei nes Stamms best i m m t (Guinebret i è re et al., 2002; Moravek et al.,
2006). Bisher i st j edo ch unbekannt, was dies e u nt erschi edl i ch starke Enterot ox i nprodukt i on
der ei nz el nen Stämme und di e davon abhän gi ge Tox iz i t ät bedi ngt. Bereits gez ei gt wurde aber,
dass unt erschi edl i che Umgebun gsb edi n gun gen di e Enterot ox i nprodukt i on beei nfl uss en
können (Duport et al., 2004; Ouhib et al., 2006; Ouhib-Jacobs et al., 2009). Daher sol l t e i n
di eser Arbei t das ausge wähl t e Stammset v e rgl ei chend unt er Labor- und si m ul i ert en
i nt est i nalen Bedingun ge n unt ersucht werden, um auch int est i nale Einfl uss faktoren auf das
Verhalten d er ei nz el nen Stämme z u berücksi cht i gen. Da bisher ni cht bekannt ist, ob das
Toxiz i t ät spot ent ial eines B. cereus Stamms auf Genom-, Transkri pt om- oder Proteom ebene
re gul i ert bz w. best i m m t wi rd, wurden ge m ei nsam mit den Partnerforschun gss t el l en
ver gl ei chend e Anal ysen des Genom s, Transkri pt om s und Proteom s bz w. Sekret om s der 19
ausgewähl t en B. cer eus Stämme durchge führt. Die Ergebni ss e der Projekt partner si nd noch
ni cht publ iz i ert und im Folgend en als persönl i che Mittei l ungen ei n gef ügt, wenn di es z ur
Ergänz ung d er ei gen en Resul tate nöt i g war.
Nach de r Gesamt genom sequenz i erun g am ZIEL der TU München wu rd e fest gest el l t, dass
sich stark und schwach tox i sche Stämme ni cht anhand ihre r Tox ingensequenz en
unt erschei den lassen. Die Sequenz en der ei nz el nen nhe - und hbl -Gene und auch ihre r
Promot orre gi onen si nd innerhalb des Stammset s stark konservi ert. Für de n Stamm MHI 226,
mittel s Multipl ex-PCR zunächst dem Tox int yp F, also HBL-negativ, zugeordnet, konnt e i n
der Sequenz i erun g ei n verkürz t es hbl -Opero n nach ge wi esen werd e n. hbl B i st ni cht
vorhanden. Das hbl C DA -Operon von MHI 226 wies starke Sequ enzabweic hungen z u hbl C DA
der ander en HBL-positi ven Stämme auf (Boehm, persönl i che Mittei l ung). Im EIA ließ si ch
HBL L1 detekt i er en, wohinge gen w eder HBL B noch HBL L2 nachgewi esen we rden
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konnten. Daher wu rde d i e Eintei l ung von MHI 226 zum Tox int yp F belassen, da für di e
bi ol ogi sche Aktivi t ät von HBL alle drei Protei nkom ponent en benöt i gt wer den (Beech er et al.,
1995). Die Gesamtgeno m sequenz en der ausgew ähl t en Stämme unt erschei den si ch hi nge gen
stark. Es best ehen unt er e i nander 42 – 82% Ähnlic hkei t (Boehm, persönl i ch e Mittei l ung). Eine
groß e Hetero geni t ät unt er Diarrhoe-assoz i i ert en und ander en ni cht em et i schen B. cereus
st el l t en auch Ehlin g-Schulz et al. (2005) fest, wohinge gen em et i sch e Stämme ei n ei genes
Clust er i nnerhalb des ph yl o gen et i schen Stammbaums bi l den.
Ein Einfluss von z usät zl i chen Virulenz faktoren auf das tox i sche Potent ial eines B. cer eus
Stamms ist schwi eri g abzuschät z en. 100% aller in di eser Arb ei t unt ersucht en Stämme
besi t z en di e nhe -,i nhA1 -,nprA - und sph -Gene. Hbl l i eß si ch i n 53% aller unt e rsucht en
Stämme nachwei sen, wovon di e ei ne Hälft e l e bensm i t t elassoz i i ert i st und di e ander e i n
Verbindun g m i t ei nem Lebensm i t t el ver gi ft un gsfall st eht. C yt K 2 war in 58% der Stämme
nachwei sbar und ebenfalls sowohl i n l ebensm i t t elassoz i i ert en als auch in kl i ni schen Isolaten
z u fi nden. In vier der 19 untersucht en Stämme (21%) ließ si ch hl yII nachw ei sen, wob ei
j ewei l s z wei Stämme als hi gh bz w. l ow producer ei ngest uft wurden. Der Refe renz stamm
F837/76, eine r der bei de n hi gh producer , die hl y II besi t z en, wurd e aus ei ner post operativen
Wundinfekt i on i sol i ert, der Stamm F528/94 nach einem Lebensm i t t el ver gi ft un gsfall. Dieser
wurde aber als l ow producer ei n gest uft. Die b ei den ande ren Stämme, jew ei l s ei n hi gh und ei n
l ow producer , wurden aus Lebensm i t t el n ohne Verbindun g z u ei ner Lebensm i t t el vergi ft un g
i sol i ert. Cadot et al. (2010) hinge gen z ei gt en, dass hl yII i n d en von i hnen unt ersu cht en
Stämmen nur i n den pathogen en vorkam. Nach unserer Studie best eht kei ne Korrelation
z wi schen dem Vorhandensei n von Tox in- und z usätz l i chen Virulenz genen und dem
Tox iz i t ät spot ent ial eines Stamms, was auch d en Untersuchun gen von Guinebret i èr e et al.
(2002) und Moravek et al. (2006) entspri cht, womit si ch stark und sch wach tox i sche Stämme
ni cht anhand des Nachw ei ses best i m m t er Tox ingene m i t t el s PCR unterschei den lassen.
Die Toxingent ransk ri pt i on, mittel s qRT-PCR für nheB und hbl D b est i m m t, erwies si ch wi e
di e Tox inprodukt i on als ebenfalls stark stammspez i fi sch, korrel i ert e aber ni cht bei j edem
Stamm mit der produz i ert en, im Kulturüberstand nachw ei sbaren Tox inm enge (Krey,
persönl i che Mittei l ung), weshalb eine post t ranskr i pt i onel l e Regulation, die Einfluss auf die
Produkt i on der Tox ine ni m m t, mögli ch i st. Die sim ul i ert en i nt est i nalen Bedingun gen i n
kondi t i oni ert em RPMI 1640 Medium hatten wi e auf die Tox inprodukt i on ebenso ei nen
fördernd en Effekt auf d ie Tox ingent ranskri pt i on. Diese war unter si m ul i ert en i nt est i nalen
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Bedin gun gen i m Vergle i ch z u Laborbedi n gun ge n i m m er erhöht und ber ei t s nach 2 – 4 h
maximal. Unter Laborb e di ngun gen war die Tox ingent ranskri pt i on nach 6 h höhe r als nach 2
h. Während di e Transkri pt i onseffi z i enz (Transkri pt i on/OD 600) von nheB u nd hbl D nach 2 h in
kondi t i oni ert em RPMI 1640 Medium am höchst en war (Krey, persönl i c he Mittei l ung), war
die NheB-Produkt i vi t ät für 11 von 19 Stämmen nach 4 h in kondi t i oni ert em RPMI 1640
Medium am höchst en, für di e anderen 8 Stämme nach 6 h unter Laborbedi ngun gen. Die HBL
L1-Produkt i vi t ät war für 7 von 10 Stämmen ebenfalls nach 4 h in kondi t i oni ert em RPMI 1640
Medium am höchst en, für di e verbl ei b enden dr ei nach 6 h in CGY-Vollme di um.
Die in di eser Arbei t durch gefüh rt en Untersu chu ngen z ur Tox insekret i on z ei gt en, dass die
Ausschl eusun g der Enter ot ox i ne aus der Zelle bei allen Stämmen nahez u vol l st ändi g erfol gt e.
Es konnt e kei ne Akkum ulation von Toxinen i nnerhalb der Zelle nach gewi e sen werden. Daher
werden Unt erschi ed e i n der Tox inprodukt i on bz w. in der Menge der nach wei sbaren
Enterot ox i ne i m Kulturüberstand nicht auf einen m ögl i chen Defekt i m
Sekret i onsm echanism us z urückgeführt. Bei weit eren Unt ersuchun gen des Proteom s und
dess en Sekret i on wurde fest gest el l t, dass durch Inkubation i n kondi t i oni ert em RPMI 1640
Medium ni cht nur di e Tox inprodukt i on verst ärkt, sondern di e gesamte Protei nsekret i on
ge förde rt wurd e. Diese be gann wie di e Tox inprodukt i on unt er si m u l i ert en i nt est i nalen
Bedin gun gen eb enfalls früher als unt er Laborb edi ngun gen. Nach 2 h in kondi t i oni ert em
RPMI 1640 Medium war die ex t razellul äre Protei nkonz ent ration bei allen 19 Stämmen
si gni fi kant erhöht ge gen über der nach 2 h in CGY-Vollmedi um (Rademacher, persönl i che
Mittei l ung), ebenso wi e di e NheB-Titer. Die Protei nprodukt i vi t ät (extrazellul äre
Protei nkonz ent ration/OD 600) war ebenfalls nach 2 h unter si m ul i ert en i nt est i nalen
Bedin gun gen maximal, genauso wi e di e Protei nse kret i onseffi z i enz (Anteil des Sekret om s am
Gesamtprot ei n) nach 2 h unter si m ul i ert en i n t est i nalen Bedingun gen am höchst en war
(Rademacher, persönl i ch e Mittei l ung).
Bei der Bestim m ung d er NheB- und Zytotox i z it ät st i t er, zur ausführl i ch en Charakteri si erun g
der ei nz el nen Stämme, war der Stamm F3162/04 (D8) besonders aufgefallen. Für diesen
Stamm konnt e i m Sandwich-EIA nur weni g NheB nachgewi esen werden, im WST-
Zytotox i z it ät st est reagie r t e di eser hi nge gen stark z yt ot ox i sch. Wurde ei n indi rekt er EIA mit
dem für NheB spez i fi sch en mAk 2B11 durch gefü hrt, so war fast kei n NheB nachw ei sbar, mit
dem ebenfalls für NheB spez i fi schen mAk 1E11 waren di e NheB-Titer dagegen relativ hoch.
Da im Sandwich-EIA der mAk 2B11 als Beschic ht ungsantikörpe r ei n gese t z t wi rd, wurde b ei
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der Durchf ührun g di ese s Tests NheB nur schl echt det ekt i ert. Dies ist auf eine verri n ge rt e
Bindun gsfähi gkei t des mAks 2B11 an das NheB-Protein di eses Stamms zurückz uführen, die
auf einer Verände run g des Binde-Epitops des mAks 2B11 beruht. Didier et al. (2012) zeigten,
dass das Epitop des mAks 2B11 zwischen den Aminosäuren 122 und 151 des NheB-Proteins
l i egt und di ese Region verm ut l i ch an der Bind ung von NheB an NheC betei l i gt i st. Der
Stamm F3162/04 (D8) ist dennoch stark z yt ot ox i sch, das heißt, die Epitopveränd erun g
reduz i ert z war die Bind ungsf ähi gk ei t des mAks 2B11, verhinde rt aber ni cht di e Inte raktion
von NheB und NheC. Die Sequenz i erung des für NheB kodierend en Gens di eses Stamms
z ei gt e ei ne Punktm utation, die ei nen Austausch der Aminosäure 151 von Glutaminsäure z u
Asparaginsäu re be wi rkt und dadurch ei n e Versch l echt erun g de r Bindun gs fähi gk ei t des mAks
2B11 bedingt (Didier, persönl i che Mittei l un g). Da in d er Regel das Zytotoxi z it ät spot ent ial
eines B. cer eus Isolats durch di e Höhe d es NheB-Titers gut abges c hät z t werden kann
(Moravek et al., 2006; Jeßber ger et al., 2014), würde fäl schl i che rwei se ve r m ut et werden, dass
dieser Stamm schwach tox isch i st. Um den Stamm F3162/04 (D8) mit den anderen 18
Stämmen des Stammset s ver gl ei ch en z u können, wurden i n di eser Arb ei t dess en NheB-Titer
mi t dem mAk 1E11 im indi rekt en EIA best i m m t.
Die NheB- und Zytotox i z i t ät st it er wurden i n vo range gangen Untersu chun gen nach 6 h unter
Standard-Laborbedi n gun gen best i m m t und daran die Eintei l ung i n hi gh und l ow producer
bz w. in stark und schwach tox i sche Stämme vorgenom m en. Unter den aktuel l durchgeführt e n
Untersuchun gen unt er Laborbedi n gun gen l i eß si ch di ese Eintei l ung b est ät i gen, wobei unt er
si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun gen di e Tox inprodukt i on verri n ge rt und ei ne d eut l i che
Unterschei dun g von vor her i n hi gh und l ow producer ei n get ei l t en Stämmen weni ger gut
m ögl i ch war. NheB- und Zytotox i z i t ät sti t er i m WST-1-Bioassay auf Veroz el l en korrel i e rt en
nach 6 h unter Laborbe di ngun gen m i t ei nande r (R=0,84; P<0,05) wie von Moravek et al.
(2006) und Jeßber ge r et al. (2014) bereit s beschri eben. Die Bestimm ung d es
Korrelationskoe ffi z i ent en R wurde nach posi t i ver Testun g auf Normalvert ei l ung m i t dem
Pearson Korr elationst est durch gefüh rt. Nach 6 h unter si m ul i ert en i nt est inalen Bedingun gen
war die Korr elation sogar noch st ärke r (R=0,9; P<0,05). Zusätz l i ch konnt e ei ne Korrelation
z wi schen HBL B und der Zytotox i z i t ät unt er si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun gen f est gest el l t
werden (R=0,76; P<0,05). Für die ander en HBL-Toxinkom ponent en bestand in di eser Studie
kei ne Korrelation z ur Zytotoxi z it ät. Der WST-1-Bioassay wurde z usät z l i ch z u Vero- auch auf
CaCo-2-Zellen durch ge führt, da sich di ese aus humanen Kolonadenokarzinom z el l en
hervor ge gangen e Zellli ni e z ur Simulation von Darmepi t hel ei gnet. CaCo-2-Zellen waren
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etwas weni ger em pf än gl i ch für di e z yt ot ox ische Aktivi t ät der Kulturüberst ände als
Veroz el l en. NheB- und Zytotox i zi t ät st i t er korrel i ert en weni ge r stark mit ei nander als auf
Veroz el l en (nach 6 h un ter Laborb edi n gun gen: R=0,61; P<0,05; nach 6 h unter si m ul i ert en
i nt est i nalen Bedin gun ge n: R=0,66; P<0,05). Hierbei konnt e ebenfalls ei ne Korrelation von
HBL B (R=0,76; P<0,05) und HBL L2 (R=0,70; P<0,05) zur Zyto tox iz i t ät fest gest el l t
werden, wobei vo rher ge z ei gt word en war, dass k ei ne Korrelation z wi sche n HBL L2 und d er
Zytotox i z it ät auf CaCo-2-Zellen best eht, stattde ss en aber HBL L1 mit dieser korrel i ert
(Jeßberger et al., 2014). Dies kann darin be gründ et sei n, dass in di ese r Arbei t nur z ehn HBL-
positi ve Stämme unt ersu cht wurd en. Besond ers bei den rei nen Nhe-Produz ent en waren di e
rez i proken Zytotox i zi t ät st i t er nach 6 h unte r Laborbedi ngun gen auf CaCo-2-Zellen ni ed ri ger
als auf Veroz el l en. Unterschi ed e z wi schen hi gh und l ow producern l ießen si ch dennoch
erkennen, auch w enn d i ese ni cht so stark wie auf Veroz el l en aus geb i l det waren. Eine
ge ri nger e Empfindl i chke i t der CaCo-2-Zellen ge genüb er dem Kulturüb er stand eines rei nen
Nhe-Produz ent en st el l t en auch Jeßberger et al. (2014) fest, außerdem z ei gt en si e, dass auf
Veroz el l en Nhe einen gr ößeren Antei l (mehr als 60%) an der z yt ot ox i schen Aktivi t ät hat als
auf CaCo-2-Zellen (Nhe und HBL jeweil s 50%). Zur Bestimm ung des Tox iz i t ät spot ent ials
neuer B. cer eus Isolate sol l t en Zytotox i zi t ät st ests daher standardmäßi g auf CaCo-2-Zellen
durch gefüh rt werd en.
Bei d er Ermitt l ung de r Zytotox i z it ät m i t dem PI-Test wu rde gez ei gt, dass hi gh und l ow
producer HBL-positi ver Stämme gen er el l ei nen s t ärker en PI-Einstrom i n di e CaCo-2-Zellen
aufz ei gen, als hi gh und l ow producer , die nur Nhe produz i eren. In WST-1-Bioassays dagegen
wurde gez ei gt, dass die Zytotox i z it ät hauptsächl i ch von Nhe abhän gi g i st (Moravek et al.,
2006). HBL erwies si ch als maßgebl i ch für ei nen schnel l en PI-Einstrom i n di e Zielz el l e, der
durch ei ne Porenbi l dung i n der Zellmem bran be di ngt i st, da PI eine i ntakte Zellmem bran
nicht durchdri n gen kann. Der PI-Einstrom i st vor allem durch HBL bedin gt, da auch Stämme,
die weni g HBL produz i e ren, einen i m Verglei ch z u rei nen Nhe-Produz en t en schnel l er en PI-
Einstrom i n di e Zelle aufwei sen. Die ge ri n gen Unterschi ede i n de r Einstrom gesch wi ndi gk ei t
von HBL-positi ven stark en und schwachen Tox inproduz ent en l egen nahe, dass zudem CaCo-
2-Zellen besonde rs em pf i ndl i ch auf HBL reagier e n. Jeßberger et al. (2014) zeigten berei t s den
schnel l eren PI-Einstrom bei HBL-/Nhe-Prod uz ent en i m Gegensatz z u rei nen Nhe-
Produz ent en für di e Zellli ni en Vero, CaCo-2 und A549. Außerdem z ei gt en si e, dass
verschi ed ene Zellli ni en unt erschi edl i ch em pfi ndl i ch ge genübe r Nhe und HBL sind. Für die
Enterot ox i ne i st bi sher ni cht bekannt, ob sie unspez i fi sch oder über ei nen best i m m t en
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Rezeptor an die Zellmem bran der Zielz el l e bi nden. Die unt e rschi edl i ch e Empfindl i chkei t der
CaCo-2-Zellen ge genüb er Nhe und HBL währ end des PI-Tests lasse n z um i ndest ei nen
unt erschi edl i chen Wirkungsm echanism us der b ei den Enterot ox i nkom pl exe verm ut en und di e
unt erschi edl i che Empfin dl i chkei t der verschi eden en Zellli ni en ge genüber Nhe und HBL eine
Bindun g über Rezept or e n.
Außer d er unt erschi edl i ch stark en Ente rot ox i nprodukt i on, die di e Tox iz i t ät von B. cer eus
Stämmen bedi ngt, konnt en bi sher kei ne spez i fischen Merkmale bz w. Marker ident i fi z i ert
werden, die ei ne si ch ere und ei ndeut i ge Unters c hei dung von hi gh und l ow producern und
damit von stark und sch wach tox i schen Stämme n erm ö gl i cht. Auch auf gen et i scher Eben e
konnt en kei ne Unters che i dungsm erkmale gefund e n werden. Dafür wurde f est gest el l t, dass die
Kultivi erung unt e r si m ul i ert en i nt est i nalen Bedi ngun gen ei nen förd ernd en Einfluss auf die
Tox inprodukt i on hat.
Diese ver gl ei chende Untersuchun g unt er Labor- und si m ul i ert en i nt est inalen Bedingun gen
wurde du rch ge führt, da die Diarrhoe-auslösende n Enterot ox i ne erst nach Verzehr ei nes m i t
B. cereus Sporen bz w. vegetativen Zellen kontaminiert en Lebensm i t t el s i m m enschl i chen
Darm gebi l det werd en. Hierbei wu rden z unächs t Änderun gen i n de r Umgebun gst em pe ratur
(von 32 auf 37 °C) und der Sauerst offz ufuhr (aero b z u anaerob) vorgenom m en und spät er der
z usät z li che Einfluss von kondi t i oni ert em Medium auf Wachstum, Toxinprodukt i on und
Zytotox i z it ät unt ersucht.
Eine Erhöhun g der Temp eratur auf 37 °C steigert e z unächst das Wachstum und z u Beginn d er
Kultivi erung auch di e Tox inprodukt i on bei bei den Refer enz st äm m en, wohinge gen i m
wei t eren Verlauf vor allem bei m Refe renz stamm F837/76 NheB und HBL L1 sehr schn el l
ni cht m ehr nach wei sbar waren. Wurde di e Sauerst offz ufuhr reduz i ert, so st i egen i m Verglei ch
di e Tox int i t er langsamer an. Zum Ende der Kultivi erung waren dagege n unt er reduz i ert er
Sauerst offz ufuhr di e Tox inprodukt i vi t ät sraten höher. Duport et al. (2004) beobachtet en, dass
bei dem von i hnen unt ersucht en B. cereus Stamm unt er Anaero bi e di e Wachstum sraten
ni edri ger waren, wobei di e HBL-Produkt i on erhöht war. Auch Ouhib et al. (2006)
postul i ert en, dass niedri ge re Wachstum sraten d i e Enterot ox i nprodukt i on st ei gern. In de r
vorl i egenden Unte rsuchu ng war diese r Effekt ni c ht so stark ausgebi l det u nd an den absol ut en
Tox inti t ern ni cht gut erkennbar. Allerdi n gs konnt e auch hi er z um Ende der Kultivi erung ei n e
Erhöhung d er Tox inprodukt i vi t ät sraten unt er redu z i ert er Sauerst offz ufuhr beobachtet w erden.
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Um das Darmmil i eu noc h bess er z u si m ul i eren, wurde RPMI 1640 Medi um verwendet, das
auf CaCo-2-Zellen vori n kubi ert wurde. Die Produkt i on sowie Produkt i vi t ät von NheB war zu
Beginn der Kultivi erun g i n kondi t i oni ert em RPMI 1640 Medium i m Vergle i ch z ur Inkubation
unt er Laborb edi ngun gen maßgebl i ch gest ei gert. Dies konnt e bei allen unt e rsucht en Stämmen
beobachtet w erden. Um zu best ät i gen, dass dieser Effekt durch di e Präinkubation des
Medium s m i t den CaCo-2-Zellen b edi ngt i st, wurden unt e r sons t gl ei chen Bedin gun gen
Wachstum und NheB-Produkt i on von z ehn B. cereus Stämmen i n kondi t ioni ert em und ni cht
vorbehandelt em RPMI 1640 Medium vergl ei c hend best i m m t. Dabei konnt e fest gest el l t
werden, dass die NheB-Produkt i on und -Produkt i vi t ät während de r e rst en 4 h der Kultivi erun g
i n kondi t i oni ert em RPMI 1640 Medium gefördert und verst ärkt wurde (Jeßber ger, persönl i che
Mittei l ung). Außerd em wurden z wei B. cereus Stämme m i t ausdi fferenz i ert en CaCo-2-Zellen
i n Transwel l s co-kulti vi e rt. Dabei erlauben di e Transwel l s ei nen Austaus ch von Molekül en,
wohinge gen Bakteri en und CaCo-2-Zellen d urch ei ne Membran (Porengröße 2 µm)
vonei nander get r ennt si nd und dadur ch d er di r ekt e Kontakt v erhi nde rt wi r d. Während d er Co-
Kultivi erung war die NheB-Produkt i on z u j edem Zeitpunkt ge genüber ei n er
Verglei chskont rol l e ohn e CaCo-2-Zellen gest ei gert (Jeßberger, persönl i c he Mittei l ung). Die
Toxinprodukt i on schei nt also durch bi slang unb ekannte Faktor en ange re gt z u werden, die von
CaCo-2-Zellen sekr et i ert und von den Bakterien v erbraucht werd en.
Auch in Untersuchun gen z ur Auskei m ung von B. cereus Sporen konnt e gez ei gt we rden, dass
diese durch ausdi ffe renz i ert e CaCo-2-Zellen i nduz i ert wi rd (Wijnands et al., 2007; Hornst ra et
al., 2009). Die Spor enauskei m ung konnt e sowoh l bei gl ei chz ei t i ger Inku bation von Sporen
und ausdi ffer enz i ert en CaCo-2-Zellen b eobachtet werden, als auch im Kulturüberstand von
ausdi ffer enz i ert en CaCo-2-Zellen (kondit i oni ert es Medium), jedoch ni cht i m Kulturüberstand,
in dem be rei t s B. cereu s Sporen i nkubi ert word en waren, was eine Auf nahme ode r ei nen
Abbau de r Auskei m un g i nduz i erenden Kompone nt en nahele gt e (Wijnands et al., 2007). Da
die Förde run g de r Tox inprodukt i on i n den vorl i egend en Untersu chun gen ebenfalls dur ch auf
CaCo-2-Zellen vori nkubi ert es Medium erwi rkt wurde, wär e es m ögl i ch, dass die von CaCo-2-
Zellen abge geben en Faktoren, die ei ne Auskei m u ng d er Sporen i nduz i er e n, ebenfalls für di e
Förde run g de r Tox inprodukt i on verantwort l i ch s i nd. Wijnands et al. (2007) zeigten ber ei t s,
dass die von CaCo-2-Zellen abge geb enen, die Auskei m ung i nduz i eren den Komponent en
hi t z e- und prot eol ysestabil si nd.
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Die höchst e all gem ei ne Tox inprodukt i vit ät srate wurde b ei ei nem Großt e i l der Stämme nach
4 h unter si m ul i ert en i nt est i nalen Bedingun gen e rz i el t. Relativ z um Wachstum wurde som i t
ei ne größer e Tox inm enge unt e r si m ul i ert en i nt est i nalen als unt er Laborbedi n gun gen
produz i ert. Die höchst en absol ut en Tox inti t er wurden für j eden Stamm hinge gen nach 6 h
unter Laborbedi n gun gen errei cht. Dies ist auf das starke Wachstum und di e dadurch bedi n gt e
groß e Biomasse (hohe OD 600) zurückz uführen. Diese Beobachtun gen b est ät i gt en wi ede rum
Duport et al. (2004), die bei ei nem B. cereus Stamm zei gt en, dass langsame Wachstum sraten
unt er anaeroben Bedingungen di e HBL-Toxinprodukt i on verst ärken. Zu diesem Zeitpunkt
befanden si ch di e Stäm me z war in der Mitte de r ex ponent i el l en Wachst um sphase, wuchs en
aber vi el langsamer als unt er Laborbedi n gun gen. Die hoh e Tox inprodukt i vi t ät srate nach 4 h
unter si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun gen t raf aber ni cht für alle 19 untersucht en B. c ereus
Stämme z u. Dies deut et darauf hin, dass sich di e ausgewähl t en Stämme an unterschi edl i che
Umwelt bedi ngun gen adaptiert haben und damit unt erschi edl i ch auf die ge geben en
Kultivi erungsbedi n gun ge n reagi eren, wobei un t er den Stämmen, die nach 4 h unte r
si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gun gen di e höchst e Tox inprodukt i vit ät srate z ei gt en, sowohl
hi gh als auch l ow producer und Stämme m i t verschi edenen Tox ingenpro fi l en und
unt erschi edl i che r Herkun ft waren.
Die Toxinprodukt i on i n B. cer eus unt erl i e gt d er Regulation du rch das Protei n PlcR. PlcR,
dessen Transk ri pt i on am Anfang de r stationären Phase be gi nnt und posi t i v autore gul i ert i st, ist
Teil ei nes Quorum s ensi ng Systems und damit v on der Zelldi cht e abhän gi g (Lereclus et al.,
1996; Gohar et al., 2008). Da nach 4 h unter si m ul i ert en i nt est i nalen Bedingun gen bei fast
60% der Stämme di e höchst e Produkt i vi t ät srate beobachtet wurde, die Stämme si ch z u di esem
Zeitpunkt aber e rst i n de r Mitte der ex ponent i el l en Phase befand en und di e stationäre Phase
noch ni cht er rei cht hatten, kann die Tox inprodukt i on ni cht allein durch PlcR regul i ert we rden.
Auch ande re Faktor en werden wahrsch ei nl i c h an der Regulation d er Tox inprodukt i on
bet ei l i gt sei n. Unter and erem können di e b erei t s oben erw ähnt en sekr et i ert en Faktoren d er
CaCo-2-Zellen hi erb ei ei ne Rolle spi el en.
In diese r Arbei t konnt e durch di e Charakteri si erun g ei nes aus gew ähl t e n Stammset s unt er
Labor- und si m ul i ert en i nt est i nalen Bedingun gen gez ei gt w er den, dass diese
unt erschi edl i chen Kultivi erungsm et hoden unt ers chi edl i che Auswi rkun ge n auf Wachstum,
Toxinprodukt i on und Zytotox i z it ät haben. Die Förde run g der B. cereu s Toxinprodukt i on
durch von CaCo-2-Zellen sekret i ert e Faktor en l e gt nahe, dass der Kontakt von B. cereus m i t
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dem Epithel i m m enschl i chen Darm, in unser en Untersuchun gen dur ch CaCo-2-Zellen
si m ul i ert, ebenfalls Einfl uss auf die Tox inprodukt i on ni m m t. Daher ist es wi cht i g, dass bei de r
Bestim m ung des Pathogeni t ät spot ent ials eine s B. cereus Isolats der Effekt de r
Darmepi t hel z el l en auf d ie Tox inprodukt i on berücksi cht i gt wi rd. Eine Eingr enz ung, welche
sekret i ert en Faktoren d i esen Effekt ausüb en, kann durch Anal ys e d es kondi t i oni ert en
Medium s vorgenom m en werden und i st Gegenstand wei t ere r Untersuchu ngen. Da Clavel et
al. (2004) gezei gt haben, dass auch di e verz eh rt e Nahrun g, mit der B. ce reus aufgenom m en
wi rd, einen Effekt auf d ie Überl ebensf ähi gk ei t hat und damit auf die Zahl der ve getativen
Zellen, die spät er i m Darm Toxine produz i eren können, wird z ukünft i g auch ei ne
Untersuchun g d es prot e kt i ven Effekt s d er aufge nom m enen Nahrun g auf B. cer eus wi cht i g
sei n.
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VI ZUSAMMENFASSUNG
B. cer eus i st ei n wi cht i ge r Ausl öse r l eb ensm i t t el bedi ngt er Erkrankun ge n. Enteropatho gene
B. cereus produz i eren Enterot ox i ne i m Darm des Menschen nach Verzehr kontaminiert er
Lebensm i t t el und verursachen damit ei ne Diarrh oe. Die wicht i gst en Ent erot ox i ne si nd di e
bei den Drei-Komponent en-Komplex e Nhe und HBL. Das Toxiz i t ät spot ent ial eines B. cereus
Isolats ist maßgebl i ch abhängi g von der Men ge d er produz i ert en Enterot ox i ne und kann nicht
durch das Vorhandensei n best i m m t er Tox ingene best i m m t werden. Daher wurd en i n di es er
Arbei t di e Enterot ox i nprodukt i on und das z ytot o x i sche Potential lebensm i t t elassoz i i ert er und
m i t Krankhei t sausbrü ch en i n Zusammenhang st ehender B. c ereus m i t unt erschi edl i ch en
Tox ingenprofi l en und unt erschi edl i ch stark er Enterot ox i nprodukt i on ver gl ei chend unt er
si m ul i ert en i nt est i nalen und Laborbedi n gun gen un t ersucht.
Das Wachstum d er 19 in diese r Arbei t unt e rsucht en Stämme war unter si m ul i ert en
i nt est i nalen im Verglei c h z u Laborbedi n gun gen reduz i ert. Die höchst e n Enterot ox i nt it er,
besti m m t i n EIAs mithil fe spez i fi scher mAk, wurden nach 6 h unter Laborb edi n gun gen
errei cht, wobei di e Titer stammabhän gi g seh r un t erschi edl i ch waren. Die Toxinprodukt i vi t ät
(Enterot ox i nt i t er i n Relation z um Wachstum) war bei den m ei st en Stämmen hi nge gen nach
4 h unter si m ul i ert en int est i nalen Bedin gun ge n am höchst en. Eine deut l i ch gest ei gert e
Enterot ox i nprodukt i on konnt e bei allen unt ersuc ht en Stämmen nach den erst en 2 h unter
si m ul i ert en i nt est i nalen im Verglei ch z u Laborb edi ngun gen beobachtet werden. Dies wi rd
durch bi slang unbekannte, von CaCo-2-Zellen i ns Medium sekret i ert e Faktoren bedi n gt. Die
z yt ot ox i sche Aktivi t ät wurde i n WST-1-Bioassays auf Vero- und auf CaCo-2-Zellen nach 6 h
best i m m t. Unter si m ul i ert en i nt est i nalen Bedin gungen waren di e stammabhän gi gen WST-
Zytotox i z it ät st i t er auf bei den Zellli ni en nach 6 h reduz i ert. Eine deut l i che Unterschei dun g von
stark und schwach tox ischen Stämmen war so schl echt er m ögl i ch. In auf CaCo-2-Zellen
durch gefüh rt en PI-Tests konnt e gez ei gt w erden, dass der PI-Einstrom i n di e Zielz el l e vor
allem von HBL abhän gi g i st. In Untersuchun ge n z ur Sekret i on wurde f est gest el l t, dass die
Enterot ox i nkom ponent en vol l st ändi g aus der Zelle aus geschl eust werd en und unt erschi edl i ch
hohe Enterot ox i nm engen ni cht von ei nem Defekt i n der Sekret i on bedi n gt werden.
Somit konnt e i n di eser Arbei t gez ei gt werd en, dass die Kultivi erun g unt er si m ul i ert en
i nt est i nalen und Laborbe di ngun gen große Unte rsc hi ede i n Wachstum, Enterot ox i nprodukt i on
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und Zytotox i z it ät bedi ngen und dass CaCo-2-Zellen ei nen fö rdernd e n Effekt auf die
Enterot ox i nprodukt i on von B. cereus haben.
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VII S UMMARY
Enterotoxi n p rod u cti on of B aci l lu s cereu s u n d er si mu l at ed i n testi n al con d i ti on s
B. cereus i s an impor tant food-born e patho gen. Enteropathogeni c B . cereus produc e
ent erot ox i ns i n t he humane int est i ne after i ngest i on of contaminated food and cause diarrh ea.
The most i m portant ent erot ox i ns are the nonhem ol yt i c ent erot ox i n (Nhe) and the hem ol ysi n
BL (HBL) each consi st i ng of t hree com pon ent s. The tox i c pot ent ial of B. cereus depends on
t he amount of produced ent erot ox i ns and cannot be det erm i ned b y si m pl e det ect i on of t he
t ox i n genes. We analyze d ent erot ox i n product i on and the c yt ot ox i c pot ent ial of 19 B. cer eus
st rains associated wi t h food and food-borne di seases wi t h di fferent t ox i n gene pro fi l es and
different t ox i n ex press i on l evel s bot h under si m ulated int est i nal and laborator y condi t i ons.
The growt h rates of all analyzed st rains were r e duced under si m ulated int est i nal condi t i ons.
The highest ent erot ox i n ti t ers, determ i ned b y EIA with speci fi c m onocl onal antibodi es, were
det ect ed after 6 h under laborator y condi t i ons and were st rain-dep endent. In cont rast, the tox i n
product i on effi ci enc y (enterot ox i nt it er i n relation t o growt h) was hi ghe st after 4 h unde r
si m ulated int est i nal condi t i ons. Enhanced t ox i n product i on of all st rains was observed after
2 h under si m ulated int est i nal condi t i ons i n com parison t o laborator y condi t i ons and was
caused b y so far unknow n factors sec ret ed b y t h e Caco-2-cells. The c yt ot o x i c activi t y afte r 6
h was determ i ned i n WST-1-bioassays usi n g Vero- and Caco-2-cells. The c yt ot ox i ci t y t i t e rs
were st rain-dependent, dependent on ent e rot ox i n t i t ers and r educ ed unde r si m ulated int est i nal
condi t i ons. In the latte r, discri m i nation bet ween hi gh and low t ox i c st rains was less di st i nct.
PI influx i n Caco-2-cells was mainl y d epend ent o n HBL, not Nhe. It was also shown t hat the
ent erot ox i ns were secr et e d com pl et el y b y all B. ce reus st rains and that a possi bl e defect i n t he
secret i on m e chanism i s not t he reason fo r t he hi gh l y variable amount s of en t erot ox i ns.
The resul t s of t hi s wor k show t hat cult i vation under labo rator y and s im ulated int est i nal
condi t i ons cause di f fer e nces i n growt h rate, ent erot ox i n product i on and c yt ot ox i ci t y. So far
unknown factors s ecr et ed b y Caco-2-cells enhance ent erot ox i n product i on of B. cereus .
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